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Resumo: este estudo objetivou avaliar as atividades mutagénicas e antimutagénicas, citotoxicas e anticitotoxicas do 6leo
essencial de Lantana camara através do teste do micronucleo em medula 6ssea de camundongos. Foram utilizados 40
camundongos divididos em 8 grupos de 5 animais cada. Para a avaliagdo da mutagenicidade os camundongos receberam
doses intraperitoneais de 300 mg/kg, 600 mg/kg e 1200 mg/kg do 6leo essencial de Lantana camara. Para a avaliagdo
da antimutagenicidade e anticitotoxicidade os animais receberam as mesmas doses do 6leo essencial concomitantemen-
te com doxorrubicina 2 mg/kg (controle positivo). O 6leo de soja foi usado como controle negativo. A avaliagdo das
atividades mutagénicas e antimutagénicas foi feita através da determinacdo da frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN), enquanto que a avaliagao das atividades citotoxicas e anticitotoxica ocorreu pela razao de
eritrocitos policromaticos (ENC)/eritrocitos normocromaticos (ENC). Os resultados mostraram que na avaliagdo das
atividades mutagénicas e citotoxicas, apenas as doses de 600 mg/kg e 1200 mg/kg apresentaram diferengas significativas
em relacdo ao controle negativo. Nenhuma das trés doses do 6leo essencial administradas juntamente com doxorrubicina
apresentou diferenca significativa quando comparadas ao controle positivo. Concluiu-se que o 6leo essencial de Lantana
camara apresentou atividades mutagénicas e citotoxicas apenas nas doses de 600 mg/kg e 1200 mg/kg, porém nenhuma
das doses testadas apresentou atividades antimutagénicas e anticitotoxicas.

Palavras-chave: Mutagenicidade. Citotoxicidade. Lanatana camara.

Abstract: this study aimed at assessing the mutagenic, antimutagenic, cytotoxic and anticytotoxic activity of Lantana
camara essential oil using the micronucleus test in the bone marrow of mice. A total of 40 mice divided into 8 groups
of 5 animals each were used. To assess mutagenicity, the mice received intraperitoneal doses of 300 mg/kg, 600 mg/kg
and 1200 mg/kg of Lantana camara essential oil. To evaluate antimutagenicity and anticytotoxicity, the animals were
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administered the same doses of essential oil concomitantly with doxorubicin 2 mg/kg (positive control). Soybean oil

was used as negative control. Mutagenic and antimutagenic activities were assessed by determining the frequency of

micronucleated polychromatic erythrocytes (MPEs), whereas cytotoxic and anticytotoxic activity assessment used the

polychromatic erythrocyte/normochromatic erythrocyte (EPC/ENC) ratio. Mutagenic and cytotoxic assessment showed
that only doses of 600 mg/kg and 1200 mg/kg exhibited significant differences compared to the negative control. None
of the three doses of essential oil administered with doxorubicin displayed a significant difference when compared to the

positive control. It was concluded that Lantana camara essential oil showed mutagenic and cytotoxic activity only at

doses of 600 mg/kg and 1200 mg/kg, but none of the doses tested demonstrated antimutagenic and anticytotoxic activity.

Keywords: Mutagenicity. Cytotoxicity. Lantana camara.

Introducao

Desde as primeiras civilizagdes, o ser humano
tem utilizado as plantas para fins terapéuticos, sendo
por inumeras vezes empregadas na prevengdo, trata-
mento e cura de enfermidades'*. O uso dos vegetais
na medicina popular se deve em especial a diversida-
de de principios ativos presentes em sua composi¢ao,
despertando assim o interesse em novas pesquisas e
fomentando a busca por novos farmacos™”.

Apesar de serem utilizadas a varios anos na me-
dicina popular, ainda existe a crenc¢a de que o uso de
preparagdes feitas a partir das plantas medicinais sdo
indcuas, o que ndo ¢ verdade, pois as plantas podem
produzir substancias nocivas a saide humana, que
ao interagirem com o material genético, podem cau-
sar efeitos citotdxicos, genotdxicos e/ou mutagénicos
como morte celular, células micronucleadas, mutac¢des
e aberragdes genéticas, entre outros'®'2,

Algumas espécies de plantas medicinais que
apresentam propriedades citotoxicas, genotoxcas e/
ou mutagénicas sdo a Synadenium umbellatum, Hype-
ricum adenotrichum, Bauhinia platypetala, Plectran-
thus barbatus"'®. Devido a diversidade de compostos
ativos existentes nas plantas, € necessario que novas
pesquisas sejam conduzidas a fim de elucidar as di-
ferentes propriedades terapéuticas, bem como avaliar
também possiveis atividades citotéxicas e mutagéni-
cas, promovendo assim a busca por novos farmacos de
origem vegetal, além de assegurar a qualidade, eficacia
e seguranga no uso desta terapia!®!7.

Devido ao fato de muitos compostos poderem
possuir tanto propriedades terapéuticas quanto toxicas,
¢ importante que durante as fases iniciais do desenvolvi-
mento de novas moléculas farmacolégicas sejam realiza-
dos testes de mutagenicidade a fim de avaliar o potencial
mutagénico/antimutagénico e citotoxico/anticitotoxico

da molécula em estudo, visando assim a obtencdo de

terapias mais seguras e eficazes' '*2!. Atualmente exis-
tem varias metodologias que podem ser utilizados para
a avaliagdo da seguranga de novos farmacos, sendo que
uma das mais exigidas e adotadas pelas agéncias regula-
torias ¢ o ensaio do micronticleo!*?2.

Descrito e desenvolvido primeiramente por He-
ddle e Schmidt por volta de 1970, o ensaio do micro-
ntcleo ¢ um dos testes de mutagenicidade mais utili-
zados para avaliar se um agente pode ou ndo causar
lesdes celulares e/ou genéticas (danos citogenéticos)
em um individuo, podendo ser usado também na de-
teccdo de possiveis agentes antimutagénicos e/ou an-
ticitotoxicos®?, Esse teste ¢ amplamente empregado
para avaliar se uma substancia leva ou ndo a formagao
micronucleos, geralmente provenientes de fragmentos
cromossomicos (causados por substancias clastogéni-
cas), ou provenientes de disfungdes no aparato mito-
tico (induzidas por substancias aneugénicas), que le-
varam a uma ma-segregacao cromossdmica, fazendo
assim com que cromossomos inteiros ¢/ou cromatides
nao fossem incluidos no nucleo filho formado durante
a mitose?*%%,

Conhecidos na hematologia como “corspuscu-
los de Howell-Jolly”, os micronticleos sdo pequenos
corpusculos cromatidicos resultantes de cromossomos
que sofreram danos causados por agentes clastogéni-
cos ou aneugénicos, podendo ainda ser formados es-
pontaneamente como por exemplo em linfécitos huma-
nos?>%, Possuem didmetro variando de 1/16 a 1/3 em
relagdo ao nucleo principal, apresentam cor e textura
semelhantes ao niicleo principal?’. Podem ser encontra-
dos em diferentes tipos celulares como linfocitos hu-
manos, eritrocitos da medula 0ssea de roedores, células
epiteliais esfoliadas, sendo que sua contagem pode ser
feita em cultura de células, passaros, plantas e mami-
ferosz7,28,29,30.

A avaliacdo da frequéncia de eritrocitos policro-

maticos micronucleados (EPCMN) obtidos a partir da
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medula 6ssea de camundongos ¢ um dos testes mais
utilizados para avaliar a mutagenicidade/antimutage-
nicidade de uma substancia, sendo que a detec¢ao de
uma alta frequéncia de EPCMN indica a ocorréncia de
efeitos mutagénicos'>?. Além disso o ensaio do mi-
cronucleo em medula 6ssea de camundongos também
permite a avaliagdo da citotoxicidade/anticitotoxicida-
de de uma substancia através da razao entre eritrocitos
policromaticos (EPC) e eritrocitos normocromaticos
(ENC), sendo que uma diminuigdo desta razdo indica
efeitos citotoxicos®!-32,

A Lanatana camara é uma planta pertencente
a familia Verbenaceae, popularmente conhecida como
“Cambara”, trata-se de uma espécie que apresenta mui-
tas propriedades terapéuticas, ¢ popularmente utilizada
em diversas partes do mundo. Nativa das regides da
América Central, este vegetal apresenta uma ampla
distribuigdo geografica, podendo ser encontrado em
diversos locais do mundo, principalmente em regides
tropicais e subtropicais®**’.

Dentre as propriedades biologicas apresentadas
pela Lantana camara se destacam: antifiingica, anti-
microbiana, antiparasitaria, antitussigena, cardioprote-
tora, anti-hiperglicémica, anti-hipertensiva, antimuta-
génica, antineoplasica, antitumoral, antiproliferativa,
citotoxica, antioxidante, antipirética, antiulcerogénica,
anti-inflamatoéria, analgésica, cicatrizante, entre ou-
tras*47,

A diversidade de atividades biologicas apre-
sentadas pela Lantana camara se deve as diferentes
substancias ativas presentes em sua composicao fito-
quimica. Dados da literatura apontam que principais
classes de compostos presente nesta espécie sao mono-
terpenos, sesquiterpenos e hidrocarbonetos alifaticos.
O ¢leo essencial da Lantana camara possui diversos
constituintes, onde os mais abundantes sdo a davanona,
B-cariofileno, a-curcumeno, sabineno, linalool, o-hu-
muleno, B-bisaboleno, y-cadineno, 1,8-cineol, biciclo-
germacreno e o0xido de cariofileno®® 43485,

Apesar das muitas atividades bioldgicas encon-
tradas na Lantana camara, ainda existem poucas in-
formacdes sobre a mutagenicidade e citotoxicidade do
6leo essencial desta planta. Diante disto, esta pesquisa
objetivou avaliar as atividades mutagénicas/antimuta-
génicas e citotoxicas/anticitotoxicas do oleo essencial
de Lantana camara através do teste do micronticleo em

medula 6ssea de camundongos.

Material e Métodos

Este estudo teve a aprovagdo da Comissdao
de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Pontifi-
cia Universidade Catodlica de Goias, sob o Protocolo
9217091215, em 19 de Marco de 2017. Foram ad-
quiridos dois frascos do 6leo essencial das folhas de
Lantana camara da distribuidora Laszlo Aromaterapia
Ltda, lote 002322 com validade em novembro de 2018,
sendo armazenados de acordo com as orientagdes do
fabricante (Argila Ind. ¢ Com. de Cosméticos Ltda).
Cada frasco de oleo essencial contém 10,1 ml, 100%
puro e natural. O 6leo essencial foi extraido a partir
das folhas da planta através do método de arraste a
vapor. A diluigao do o6leo essencial de Lantana camara
ocorreu em concentracdes compativeis com as doses
de 300, 600 ¢ 1200 mg/kg de peso corporeo.

A avaliagao das atividades mutagénicas e anti-
mutagénicas, citotoxicas e anticitotoxicas ocorreu pelo
do teste do micronucleo em medula 6ssea hematopoié-
tica de camundongos. Como controle negativo foi uti-
lizado o 6leo de soja (Oleo de soja Liza®, lote 05 R,
validade em novembro de 2016), a doxorrubicina na
dose de 2,0 mg/kg (Oncodox® lote 140294, validade
em julho de 2017) foi usada como controle positivo.

Foram utilizados 40 camundongos heterogéni-
cos, saudaveis, da espécie Mus musculus “out bread”
linhagem Swiss Webster, com peso corporeo entre 30 e
40 gramas e faixa etaria entre 45 ¢ 60 dias, fornecidos
pelo Biotério da Pontificia Universidade Catolica de
Goias.

Os camundongos foram divididos em 8 grupos
de 5 animais cada, sendo alojados em caixas tipo gaiola
de polipropileno de dimensdes 30x20x13 cm. As cai-
xas foram forradas com maravalha. Os animais foram
alocados em laboratorio a uma temperatura de 24+2°C
e umidade do ar de 55+5%, com ciclo de luz natural
(12 horas de claro/escuro), sendo nutridos com ragao
(Algomix®) e agua ad libitum.

Para a avaliagdo da mutagenicidade e citotoxi-
cidade foram usados 3 grupos de 5 animais cada, sendo
que, cada grupo recebeu injegdes intraperitoneais, i.p.,
do 6leo essencial de Lantana camara nas doses de 300,
600 e 1200 mg/kg. O grupo controle negativo foi trata-
do, via i.p., com 6leo de soja.

Para a avaliagdo da antimutagenicidade e antici-

totoxicidade foram usados 3 grupos de 5 animais cada,

€VSs, Goiania,v. 46, 24-32, 2019

[\
=)



, v. 46,24-32,2019

ania

evs, Goi

27

Figueira, A. C. G. de et al. — Efeitos mutagénicos e citotoxicos...

sendo que, cada grupo recebeu inje¢des, via i. p., do
Oleo essencial de Lantana camara nas doses de 300,
600 e 1200 mg/kg concomitantemente com doxorrubi-
cina na dose de 2 mg/kg. O grupo controle positivo foi
tratado com injecdes i.p. de 2 mg/kg de doxorrubicina.

Apds 24 horas de tratamento, os animais foram
anestesiados com Tiopental na dose 30 mg/kg e em se-
guida eutanasiados por deslocamento cervical. Os fé-
mures foram retirados, as epifises femorais removidas
e a medula 6ssea lavada com 1 mL de soro fetal bovi-
no. Posteriormente, a medula 6ssea foi centrifugada a
1000 rpm por 5 minutos e procedeu-se confec¢do dos
esfregacos em laminas, os quais depois de secos a tem-
peratura ambiente, foram fixados em metanol absoluto
por 5 minutos e corados por corante Pandtico Rapido
(Laborclin®).

A quantificacdo da frequéncia de eritrocitos
policromaticos micronucleados (EPCMN) foi realiza-
da pela analise de duas laminas por camundongo. As
laminas foram visualizadas em objetivas de imersdo
(aumento de 100x) utilizando-se para isto um micros-
copio optico Nikon Eclipse E200. Na avaliagdo da mu-
tagenicidade e antimutagenicidade foi determinada a
frequéncia de EPCMN analisando-se 2000 eritrocitos
policromaticos (EPCs) por lamina. Para a avaliagdo

da citotoxicidade e anticitotoxicidade foi determinada

a razdo EPC/ENC contando-se simultaneamente 2000
eritrocitos normocromaticos (ENCs). O teste do mi-
cronticleo foi realizado determinando-se a frequéncia
de EPCMN e a razdo EPC/ENC segundo o método de
Schmid®'.

A andlise estatistica foi realizada através do
software BioEstat versdo 5.3 calculando-se a média e
desvio padrao de cada tratamento. Na avaliagao das ati-
vidades mutagénicas e antimutag€nicas, citotoxicas e
anticitotoxicas, os dados foram analisados pela analise
de variancia ANOVA (um critério) — teste Tukey'*?. Os
valores de p < 0,05 foram considerados significativa-

mente diferentes, com intervalo de confianga de 95%.

Resultados

Na avaliagdo das atividades mutagénicas e ci-
totoxicas do oleo essencial de Lantana camara, obser-
va-se que a frequéncia de EPCMN e a razdo EPC/ENC
das doses 600 mg/kg e 1200 mg/kg foram significa-
tivamente diferentes quando comparadas ao controle
negativo. Ja a dose de 300 mg/kg ndo se mostrou sig-
nificativamente diferente em relagdo ao controle nega-
tivo. A frequéncia de EPCMN e a razdo EPC/ENC da
avaliagdo das atividades mutagénicas e citotoxicas sdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de EPCMN e relagdo entre EPC/ENC apds 24 horas do tratamento em diferentes doses com

oleo essencial de Lantana camara e substancias controles.

Eritrécitos policromdticos micronucleados (EPCMN)

Doses do 6leo essencial de Lantana Numero de Dados Individuais MN/2000 EPC Relagao EPC/ENC
camara (mg/kg peso corporal) animais MN/2000 EPC Meédia + DP Média + DP

300 5 2-4-2-4-2 2,8 +1,10° 0,85 +0,09¢

600 5 5-6-6-7-8 6,4+ 1,14° 0,78 + 0,08¢

1200 5 13-14-11-12-11 12,2 + 1,30° 0,64 = 0,06¢

Oleo de soja (controle negativo)* 5 3-1-2-1-2 2,2 +0,842 0,96 +0,12¢
Doxorrubicina (controle 20-17-18-25-14 18,8 + 4,09 0,50 + 0,10
positivo)**

Legenda: ANOVA - teste Tukey. Letras iguais ndo possuem diferenca significativa (p > 0,05) quando comparados ao controle negativo (6leo de
soja); Letras diferentes possuem diferenca significativa (p < 0,05) quando comparados ao controle negativo (6leo de soja). *Controle negativo:
6leo de soja; **Controle positivo: doxorrubicina (2 mg/kg peso corporal).
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Na avaliagdo da mutagenicidade e citotoxici-
dade as frequéncias de EPCMN e a razao EPC/ENC
foram comparadas com o controle negativo. Na avalia-
cdo antimutagenicidade e anticitotoxicidade as frequ-
éncias de EPCMN e a razdo EPC/ENC foram compa-
radas com o controle positivo.

Na avaliagdo das atividades antimutagénicas e

anticitotoxicas, observa-se que nenhuma das dosagens

do o6leo essencial administradas concomitantemente
com doxorrubicina apresentaram diferengas significa-
tivas na frequéncia de EPCMN e na razdo EPC/ENC
quando comparadas comparadas ao controle positivo.
A frequéncia de EPCMN e a razdo EPC/ENC da ava-
liacdo das atividades antimutagénicas e anticitotoxicas

sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia de EPCMN e relagdo entre EPC/ENC apds 24 horas de tratamento simultaneo de diferentes
doses do dleo essencial de Lantana camara com o controle positivo.

Eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN)

I‘i"sffsc‘é‘;p‘;lf;)efgggﬁls de Lantana camara (MEE | Niero de | Dados Individuais MN/2000 EPC Média | Relagio EPC/ENC
com Doxorrubicina (mg/kg peso corporal) animais MN/2000 EPC + DP Média = DP

300 + Doxo 5 20-11-16-10-18 15,0 +4,36* 0,51 +0,11¢
600 + Doxo 5 13-15-23-14-17 16,4 +3.97* 0,46 + 0,08°
1200 + Doxo 5 9-17-15-11-13 13,0 + 3,16° 0,57 = 0,10¢
Oleo de soja (controle negativo)* 5 3-1-2-1-2 2,2 +0,84 0,96 +0,12
Doxorrubicina (controle positivo)** 5 20-17-18-25-14 18,8 +4,09* 0,50 +0,10¢

Legenda: ANOVA- teste Tukey. Letras iguais ndo possuem diferenga significativa (p > 0,05) quando comparados ao controle positivo
(doxorrubicina 2 mg/kg); *Controle negativo: 6leo de soja; **Controle positivo: doxorrubicina (2 mg/kg peso corporal).

Discussao

A deteccdo das atividades mutagénicas e cito-
toxicas do oleo essencial de Lantana camara estao de
acordo com outros estudos que, também encontraram
atividades mutagénicas e citotdxicas, porém, em ou-
tros organismos como cé¢lulas MRC-5 (fibroblastos
pulmonares normais de humano), células V79 (fibro-
blastos pulmonares de hamster chinés) e em Artmeia
salina*2,

Apesar disso, os resultados desta pesquisa di-
vergem dos resultados de outros estudos, que por sua
vez encontraram atividades antimutagénicas em alguns
compostos presentes no extrato cloroféormico da Lanta-
na camara*'.

Acredita-se que os efeitos toxicos apresentados

pelo o6leo essencial de Lantana camara possam ser

causados por compostos terpénicos presente em sua
composi¢cdo como, por exemplo, os monoterpenos e
sesquiterpenos. Alguns relatos apontam que a Lanta-
na camara apresenta substancias hepatotoxicas como
os lantadenos (triterpenoides pentaciclicos) que, por
sua vez, podem causar efeitos toxicos tanto no homem
quanto em animais ruminantes e ndo ruminantes*>*3-%,

E importante destacar também que alguns ses-
quiterpenos atuam através de proteinas que podem
levar a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS — espécies reativas de oxigénio)*” %%, Porém, nao
existem indicios de que danos genéticos causados por
sesquiterpenos sejam resultado de uma interacdo direta
com a molécula de acido desoxirribonucleico (DNA),
mas sugere-se um mecanismo apoptético, como é o
caso de muitas substancias utilizadas no tratamento de

neoplasiag*33-365,
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