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RESUMO

A Lantana camara, popularmente conhecida como Cambara, é uma planta que possui
diversos usos medicinais e propriedades biologicas como acdo anti-inflamatdria, cicatrizante
de feridas, antioxidante, analgésica, antitumoral, entre outras. Apesar de possuir muitas
atividades benéficas, a Lantana camara também possui efeitos maléficos, sendo considerada
embriotoxica e hepatotoxica em alguns animais. Diante disto, o presente trabalho teve por
objetivos a avaliar a atividade angiogénica do Oleo essencial de Lantana camara (O.E.L.C)
através do ensaio da membrana corioalantoide (MCA) no ovo embrionado de galinha; avaliar
a atividade mutagénica e antimutagénica, citotoxica e anticitotdxica, genotoxica e
antigenotoxica do O.E.L.C utilizando o ensaio do microntcleo em medula &ssea
hematopoiética de camundongos e ensaio cometa em células sanguineas de camundongos. Na
avaliagdo da atividade angiogénica na MCA o O.E.L.C foi testado na concentragéo de 4,25
mg/ml. Na avaliacdo das atividades mutagénica, citotoxica, e genotdxica os camundongos
foram individualmente tratados com doses intraperitoneais do O.E.L.C (300 mg/kg, 600 mg/kg,
1200 mg/kg). Na avaliacdo das atividades antimutagénica, anticitotoxica e antigenotdxica os
camundongos foram tratados com doses do O.E.L.C (300 mg/kg, 600 mg/kg, 1200 mg/kg)
juntamente com doxorrubicina 2 mg/kg. Os resultados da avaliagdo da atividade angiogénica
na MCA mostram que o O.E.L.C aumentou significativamente a formacdo de novos vasos
sanguineos quando comparados ao controle positivo (p < 0,05). Os resultados da avaliacdo das
atividades mutagénica e citotéxica mostraram que o O.E.L.C apresentou efeitos mutagénicos,
citotoxicos e genotdxicos nas doses de 600 mg/kg e 1200 mg/kg quando comparadas ao controle
negativo (p < 0,05). Os resultados da avaliacdo das atividades antimutagénica, anticitotoxica e
antigenotoxica mostraram que o O.E.L.C ndo apresentou efeitos antimutagéncos,
anticitotoxicos e antigenotoxicos (p > 0,05) para nenhuma das doses administradas quando
comparadas ao controle positivo. Conclui-se que nas condi¢des experimentais da presente
pesquisa 0 6leo essencial da Lantana camara (O.E.L.C) apresentou atividades angiogénica,

mutageénica, citotdxica e genotdxica.

PALAVRAS-CHAVE: Cometa. Genotoxicidade. Membrana corioalantoide. Micronucleo.

Mutagenicidade.
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ABSTRACT

The Lantana camara, popularly known as “Cambard”, is a plant that has many
medicinal uses and biological properties as anti-inflammatory, wound healing, antioxidant,
analgesic, antitumor actions, among others. Despite having many beneficial activities, the
Lantana camara also has ill effects and is considered embryotoxic and hepatotoxic in some
animals. On this, the present work aims to evaluate the angiogenic activity of the essential oil
of Lantana camara (O.E.L.C) using the chick embryo chorioallantoic membrane (CAM) assay;
evaluate the mutagenic and antimutagenic, anticytotoxic and cytotoxic, genotoxic and
antigenotoxic activities of O.E.L.C using the micronucleus test in hematopoietic bone marrow
of mice and comet assay in blood cells of mice. In the evaluation of angiogenic activity at MCA
the O.E.L.C was tested at a concentration of 4,25 mg/ml. In the evaluation of mutagenic,
cytotoxic, genotoxic activities the mice were individually treated with intraperitoneal doses of
O.E.L.C (300 mg/kg, 600 mg/kg, 1200 mg/kg). In the evaluation of antimutagenic,
anticytotoxic, antigenotoxic activities the mice were treated with doses of O.E.L.C (300 mg/kg,
600 mg/kg, 1200 mg/kg) together with doxorubicin 2 mg/kg. The results of the evaluation the
angiogenic activity in the CAM show that O.E.L.C significantly increased the formation of new
blood vessels when compared to the positive control (p < 0.05). The results evaluation of
mutagenic and cytotoxic activities showed that the O.E.L.C exhibited mutagenic, cytotoxic and
genotoxic effects at doses of 600 mg/kg and 1200 mg/kg when compared to the negative control
(p < 0.05). The results of the evaluation of the antimutagenic, anticytotoxic and antigenotoxic
activities showed that O.E.L.C did not exhibited antimutagenic, anticytotoxic and antigenotoxic
effects (p > 0.05) for any of the administered doses when compared to the positive control. It is
concluded that the experimental conditions of the present research the essential oil of Lantana
camara (O.E.L. C) exhibited angiogenic activity, and mutagenic, cytotoxic and genotoxic

activities.

KEYWORDS: Comet. Chorioallantoic membrane. Genotoxicity. Micronucleus. Mutagenicity.
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1 INTRODUCAO

H& milhares de anos, o ser humando busca recursos naturais que possam auxilia-lo na
sua sobrevivéncia. A observacdo dos usos empiricos das plantas medicinais e a busca por novas
substancias ativas provenientes de espécies vegetais vém gerando e ampliando o conhecimento
sobre suas ag¢des na prevencao, tratamento e cura de enfermidades (SILVA M. 2013; LUZ et
al. 2012; VALE, 2012; FOGLIO et al. 2006).

Por volta de 2600 a.C, foram localizados ha Mesopotamia os primeiros relatos escritos
acerca do uso e preparo das plantas medicinais para tratamento de enfermidades. Estas
anotacdes ja relatavam o uso de algumas plantas com finalidades terapéuticas. Na Grécia antiga,
foram catalogadas cerca 1100 plantas medicinais, sendo que 500 foram registradas HipGcrates
e Teofrasto, e 600 por Dioscorides. Entretanto, o isolamento do primeiro principio ativo ocorreu
a partir da Papaver somniferum (Papoula), em 1803 (VALE, 2012; SILVA FRANCISCA 2012;
MELO-REIS, 2009).

Entretanto, as substancias vegetais que entram em contato com as células de um ser
vivo, podem produzir tanto efeitos benéficos quanto adversos, colaterais e/ou toxicos. Dentre
as varias substancias que podem apresentar toxicidade estdo os alcaloides pirrolizidinicos,
presentes no Senecio brasiliens, popularmente chamado de “flor das almas”, ou “Maria-mole”
e 0 Symphytum officinale, conhecido como “Confrei” (DIAS et al. 2013; SANDINI et al. 2013).

Devido ao fato de as plantas constituirem uma importante fonte de principios ativos, e
com a finalidade de suprir a diferenca existente entre os investimentos em pesquisa e a
guantidade de novas drogas terapéuticas que tem chegado ao comércio, atualmente as inddstrias
farmacéuticas tém aumentado a busca por novos farmos, sendo que diversos estudos de
caracterizacdo biologica, fitoquimica, e efeitos colaterais tém sido realizados (ALENCAR et al.
2013; ZANUTTO, 2013; VARANDA, 2006; ALEXANDRE et al. 2004).

Além disso, também ha a presenca de um forte estimulo publicitario que diz assegurar
o0s seus efeitos benéficos, este fato por sua vez, tem levado a um aumento do uso popular de
plantas medicinais por parte das pessoas. Com isso, ¢ de fundamental importancia o
conhecimento acerca de suas agdes sobre o corpo humano, pois apesar de apresentarem
propriedades medicinais, elas podem apresentar toxicidade (ALENCAR et al. 2013;
ZANUTTO, 2013; VARANDA, 2006; ALEXANDRE et al. 2004).

Durante o desenvolvimento de novos farmacos sdo feitos diversos testes com a
finalidade de avaliar as atividades farmacoldgicas de uma substancia. O ensaio da membrana

corioalantoide no ovo embrionado de galinha é importante pois permite a avaliacdo do potencial
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angiogénico/antiangiogénico da substéncia. Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade
angiogénica/antiangiogénica fornecem informagdes importantes que abrem caminho para o
desenvolvimento de novos farmacos utilizados em processos angiogénicos dependentes como
cicatrizacao de feridas, retinopatias diabéticas, desenvolvimento de tumores, revascularizacao
de tecidos e Orgdos, entre outras. Muitos vegetais possuem substancias que apresentam
atividades angiogénicas. Angiogénese é 0 processo de crescimento de novos vasos sanguineos
a partir de brotos endoteliais preexistentes (MELO-REIS et al. 2010; CAPELOZZI, 2009;
REGE et al. 2005).

Na literatura existem relatos de plantas medicinais que induzem a formacgéo de novos
vasos sanguineos, dentre essas podem ser citadas a Hevea brasiliens (seringueira), Synadenium
umbellatum (Cola-nota), Euphorbia tirucalli (Avel6s), Hancornia speciosa (Mangabeira), Aloe
vera (Babosa), Lafoensia pacari (Pacari), Stryphnodendron adstringens (Barbatiméo),
Tabebuia impetiginosa (Ipé-roxo), Calendula officinalis (Caléndula), Schinus terebinthifolius
(Aroeira), Memora nodosa (Silva Manso), plantas do género Copaifera sp, Pterodon
emarginatus (Sucupira), Curcuma longa (Acafrdo), Carapa guianensis (Andiroba), entre outras
(ARAUJO et al. 2016; CARNEIRO et al. 2016b; CHAVES D. et al. 2016; MORAES et al.
2016; ARAUJO et al. 2015; BESSA G. et al. 2015; ALMEIDA L. et al. 2014; PONTES, 2014;
ESTEVAO et al. 2013; TRESVENZOL et al. 2013; PARENTE et al. 2011; MELO-REIS et al.
2010; SILVA E. et al. 2009).

Apesar de apresentarem muitas atividades bioldgicas benéficas, as plantas medicinais
também podem possuir compostos com atividades citotoxicas, mutagénicas e/ou genotdxica
que podem interagir com 0 DNA ocasionando ou ndo o surgimento de mutac@es nas células. A
avaliacdo da mutagenicidade, citotoxicidade e genotoxicidade pode ser feita através dos ensaios
do micronucleo em medula 6ssea hematopoiética de camundongos, e pelo teste cometa. Ambas
as metodologias sdo amplamente aceitas pelas agéncias regulatérias, bem difundidas e bastante
empregadas pela comunidade cientifica, fornecendo tambem dados sobre o risco e seguranca
ao se fazer o uso de uma substancia (CAMPOS et al. 2016; BARROS A. 2013; TERRAZAS,
2013; VARANDA, 2006).

As plantas ndo sdo tdo indcuas quanto parecem, pois podem apresentar atividades
mutagénicas e/ou genotoxica como: Myrciaria tenella (Cambui), Smilax campestris
(Salsaparrilha), Ocotea duckei (Louro de Cheiro), Paullinia cupana (Guarana), Annona
coriacea (Araticum), entre outras. Além disso, algumas plantas também apresentam

propriedades citotdxicas e/ou genotoxicas. Dentre as plantas que apresentam ambas as
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propriedades podem ser citadas a Synadenium umbellatum (Cola-nota), Hypericum
adenotrichum (espécie popularmente conhecida na Turquia como “Kantaron”), Bauhinia
platypetala (Pata de Vaca), Plectranthus barbatus (Boldo-Nacional), entre outras (AZTOPAL,
et al. 2016; BEZERRA et al. 2016; DINELLY; SARIMAHMUT et al. 2016;
KASIMOGULLARI et al. 2014; ZANETTE-SILVA et al. 2014; OLIVEIRA S. et al. 2013;
KALIORA; KOUNTOURI, 2012; SANTOS F. et al. 2012a; SANTOS F et al. 2012b; MELO-
REIS et al. 2011; BARBOSA-FILHO et al. 2008; SCHNEIDER et al. 2008; SOUSA O. et al.
2007; VARANDA, 2006; FAGUNDES F. et al. 2005; COSTA; NASCIMENTO, 2003;).

Uma espécie vegetal importante e que apresenta atividades bioldgicas descritas na
literatura é a Lantana camara. Presente em diversos paises tropicais e subtropicais, a Lantana
camara pertence a familia Verbenaceae e € popularmente conhecida Cambara, sendo muito
utilizada na medicina popular para o tratamento de neoplasias, Ulceras, cicatrizacdo de feridas,
catapora, entre outras enfermidades. Além disso, apresenta propriedades cicatrizantes, anti-
inflamatoria, antisséptica, antitumoral, entre outras (LONARE et al. 2012).

Apesar de possuir muitas atividades e propriedades terapéuticas, a Lantana camara é
uma planta que apresenta principios ativos que podem causar toxicidade como € o caso dos
lantadenos (triterpendides pentaciclicos presentes em sua composicdo fitoquimica). Ao ser
ingerida a Lantana camara pode causar leses hepéticas e de fotossenssibilizacdo em animais
que se alimentam de pasto como bovinos, ovelhas, cavalos entre outros (LONARE et al. 2012).

Devido ao fato da Lantana camara ser uma espécie que apresenta muitas propriedades
e indicacdes terapéuticas, mas também possui atividades toxicas ja descritas em outras
pesquisas, 0 presente estudo teve por objetivos avaliar as possiveis atividades
angiogeénicas/antiangiogénicas do 6leo essencial da Lantana camara utilizando como modelo
experimental a membrana corioalantoide do ovo embrionado de galinha. Além disso, objetivou-
se também  avaliar as  possiveis  atividades = mutagénicas/antimutagénicas,
citotoxicas/anticittotoxicas, e genotdxica/antigenotoxicas através do teste do micronucleo em
medula dssea de camundongos, por meio do ensaio cometa em células sanguinesas de

camundongos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lantana camara

A Lantana camara é uma planta que apresenta flores de coloracdo variada e perenes.
Além de ser uma espécie utilizada para fins decorativos, ela também possui diversas indicacdes
na medicina popular sendo empregada inclusive na aromoterapia, despertando assim seu
interesse na inddstria farmacéutica, perfumaria e cosméticos. Ela possui varias denominacgdes
populares, sendo que os nomes mais conhecidos sdo Camara, Cambara, Cambara-de-Cheiro e
Chumbinho. Descrita por Linnaeus em 1753, sistematicamente a Lantana camara pertence ao
reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Lamiales, familia
Verbenaceae, género Lantana, espécie Lantana camara. Esta familia possui aproximadamente
2600 espécies e 100 géneros que por sua vez estdo difundidas em diversos locais que possuem
clima tropical e subtropical, e localidades temperadas em ambos os hemisférios (HIASA, 2013;
PRIYANKA,; JOSHI, 2013; KALITA et al. 2012; JULIARD et al. 2006).

Espécie nativa da America central, ilhas do Caribe, e norte da América do Sul, a Lantana
camara pode ser encontrada em diversos paises como a Nova Zelandia, Flérida, México, Brasil,
Trinidade, Jamaica, existem também relatos de sua existéncia em alguns paises africanos como
0 Quénia, Uganda, Tanzania, e sul da Africa (DASH et al. 2014; PRIYANKA; JOSHI, 2013;
KALITA et al. 2012; LONARE et al. 2012).

Trata-se de um arbusto odorifero, forte, cujo crescimento pode atingir até 2 - 4 metros
de altura. Em regides de clima tropicais e subtropicais, com altitudes méaximas de 2.000 metros,
a Lantana camara cresce naturalmente em beira de estradas e rios. De maneira geral apresenta
galhos tetrangulares, com pequenos espinhos tortuosos e espalhados. As folhas sdo asperas,
opostas, ovais, possuem cheiro forte, sdo capazes de irritar a pele quando tocadas. As flores séo
pequenas, consistem de inflorescéncias compactas, em formato de ctpula variando de 2 a 3 cm
de didmetro, que por sua vez sdo constituidas de 20 a 40 flores, apresentam coloracao variada,
podendo ser brancas, rosas, amarelas, laranjas e vermelhas, apresentando as vezes duas cores
juntas. Os frutos sdo toxicos podendo ser letais, do tipo drupa, inicialmente possuem coloracao
verde, posteriormente tornam-se, roxos e pretos. As sementes germinam rapido e facilmente.
As raizes sdo fortes e produzem novos brotos mesmo apds novas podas. Uma visdo geral do
arbusto e da Lantana camara esta representada nas figuras 1 e 2 respectivamente (DASH et al.
2014; PRIYANKA; JOSHI, 2013; KALITA et al. 2012; LONARE et al. 2012).
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Figura 1 — Visdo geral e visdo detalhada do arbusto de Lantana camara.
[A] Visdo geral do arbusto Lantana camara; [B] Visdo detalhada do arbusto de Lantana camara. Foto feita com
um Smartphone Samsung Galaxy J5 Duos cAmera de 13 megapixels.

Figura 2 - Lantana camara.
[A] Visdo geral dos galhos, flores, e disposicdo das folhas; [B] e [C] Visdo detalhada das folhas, flores e frutos.
Foto obtida com um Smartphone Samsung Galaxy J5 Duos camera de 13 megapixels.

A Lantana camara possui diversas atividades bioldgicas, dentre as quais podem ser
citadas propriedades antiespasmodica intestinal, antifdngica, anti-hiperglicémica, anti-

hipertensiva, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antimutagénica, antineoplasica, antioxidante,
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antiparasitaria, antipirética, antiproliferativa, antiulcerogénica, citotoxica, hemolitica,
hepatoprotetora, inseticida, larvicida, leishmanicida, modulatéria da resisténcia-bacteriana,
repelente e tripanomicida (BARROS L. et al. 2016; OMOREGIE et al. 2015; MEDEIROS et
al. 2012; COSTA et al. 2009; SONIBARE; EFFIONG, 2008; BARRE et al. 1997; DUA et al.
1996).

Na medicina popular € usada no tratamento de edemas, febre, tétano, catapora, sarampo,
lesbes oculares, tosses, asma, bronquite, coceira, cortes, cicatrizacdo de feridas, Ulceras,
secrecOes do trato respiratdrio, eczema, malaria, reumatismo, dor de dente, sangramento
uterino, resfriados, gripe, asma, hipertensdo, tumores e cancer. Em Madagascar, as folhas do
Cambara sdo utilizadas contra diarreia, dores de estdbmago, maléria, feridas, hemorragias,
problemas sexuais e hipertensdo, ja as raizes sdo empregadas no tratamento de parasitas
intestinais (RABEARIVONY et al. 2015, RAKOTOARIVELO et al. 2015;
RANDRIAMIHARISOA et al. 2015; SILVA T. et al. 2015; REDDY et al. 2013;
KUMARASAMYRAJA et al. 2012).

2.2 Metabolitos secundarios

Os compostos biologicamente ativos sdo substancias que sdo produzidos através do
metabolismo das plantas. Metabolismo é o conjunto de reacfes e modificacBes quimicas de
sintese e processamento que ocorrem no interior da células dos seres vivos. As substancias
oriundas desse processo sdo conhecidas como metabdlitos, e sdo classificados como
metabolitos primarios e metabdlitos secundarios (NETO, 2015; SILVA CIBELE 2014).

Os metabolitos primarios sdo substancias que exercem fungdes extremamente
importantes para a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas tais como respiracdo e
fotossintese. Dentre os metabolitos primarios podem ser citados: carboidratos, lipideos,
fosfolipideos, acidos graxos, proteinas e acidos nucleicos (SILVA CIBELE 2014; CHAVES T.
2012; BESSAT. et al. 2007).

Ja os metabolitos secundarios sdo compostos de baixo peso molecular, que apresentam
estrutura complexa, sdo sintetizados em baixas quantidades e em estruturas celulares
especificas e em diferentes etapas do desenvolvimento, o que faz com que o isolamento e
purificacdo sejam mais complexos. Estes compostos sdo classificados em trés grandes grupos:
compostos fendlicos (flavonoides, taninos e ligninas), terpenos e alcaloides. Outros exemplos

incluem as antraquinonas, cumarinas, esterdis, Oleos essenciais, saponinas, carotenoides
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(SILVA CIBELE 2014; COUTINHO, 2013; POMPILHO et al. 2013; CHAVES T. 2012;
MONTANARI, 2010; BESSA T. et al. 2007).

Embora possam ndo estar diretamente relacionados com o crescimento e
desenvolvimento das plantas, os metabolitos secundarios desempenham importantes funcoes
na defesa das plantas contra os microrganismos, insetos e animais predadores, competicéo
contra outras plantas, radiac@es, caréncia de minerais, alteragdes de fatores abioticos como
temperatura, luz, umidade e quantidade de agua. Além disso, eles também auxiliam na
polinizacdo e transporte e disseminacdo de sementes no meio ambiente por animais, e controle
no desenvolvimento de sementes (BERTE, 2013; CHAVES T. 2012).

Os metabolitos secundéarios sdo formados por diferente vias metabolicas, as quais
produzem substancias que apresentam diversas formulas moleculares e estruturas quimicas.
Essas substancias sdo formadas a partir do metabolismo da glicose através de dois
intermediarios principais (&cido chiquimico e o acetato). O &cido chiquimico produz os
aminoacidos que levardo a formacgéo de compostos aromaticos. Ja os compostos resultantes do
acetato podem ser classificados de acordo com a via do ciclo do &cido citrico, via do
mevalonato, e produtos da condensacdo do acetato. Alguns metabdlitos como por exemplo as
antraquinonas, flavonoides e taninos condensados ndo séo sintetizados somente por meio do
acido chiquimico e do acetato, mas podem ser o resultado da combinacdo de uma ou mais vias
metabolicas (POMPILHO et al. 2013; CHAVES T. 2012).

A maioria das atividades apresentadas pelas plantas sdo exercidas por principios ativos
presentes nos metabdlitos secundarios. A ampla gama de atividades biol6gicas exercidas por
estes compostos tem motivado inimeras pesquisas em diversas areas da ciéncia em buscas de
novas substancias Uteis a civilizagdo humana, sendo que muitos desses compostos tém
despertado o interesse da industria farmacéutica na busca e desenvolvimento de novos
farmacos. Além disso esses principios ativos sdo comercialmente interessantes em outros
setores como perfumaria, alimenticio, agronémico, entre outros (PEREIRA; CARDOSO, 2012;
BARREIRO; BOLZANI, 2009; FOGLIO et al. 2006; VIEGAS JR et al. 2006).

Ja outros metabdlitos sdo substancias ativas, que por sua vez apresentam atividades
terapéuticas como o taxol (diterpeno presente na Taxus brevifolia, possui atividades
anticancerigenas); a vincristina e vimblastina (alcaloides encontrados na Catharantus roseus,
utlitlizados na terapia contra algumas neoplasias como cancer de ovario, linfomas de Hodgkin,

sarcoma de Karposi, entre outros) e a hipericina (diantrona isolada a partir de flores de
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Hypericum perforatum L, utilizada como antidepressivo para quadros leves a moderados)
(SILVA CIBELE 2014; COUTINHO, 2013; CHAVES T. 2012; ALVES, 2001).

Além disso, os metabolitos também possuem aplicabilidade no setor agronémico, como
por exemplo alguns inseticidas, como é o caso da rotenona 1 (retendide encontrado em espécies
dos géneros Derris, e Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea). Outras substancias inseticidas
sdo as piretrinas (presentes em flores do género Chrysantemum, mais frequentemente na espécie
Chrysantemum cinerariefolium), as quais sdo amplamente utilizadas contra insetos em geral
devido ao fato de serem fotossensiveis, posteriormente foram desenvolvidos os piretrdides, os

quais se apresentam mais estaveis a luz solar (SOUZA L. 2008).

2.3 Oleos essenciais

Os dleos essenciais sdo fracdes liquidas, odoriferas e volateis a temperatura ambiente
provenientes do metabolismo secundério das plantas. S&o lipofilicos, paladar picante,
costumam ser transparentes ou levemente amarelados, e apresentam sensibilidade a luz, calor,
umidade e metais. Podem ser denominados também como 6leos volateis (devido a volatilidade,
o0 odor se espalha rapidamente por todo o local), 6leos etéreos (apresentarem solubilidade em
solventes organicos apolares, como o éter), e esséncias (possuem odor agradavel e geralmente
forte) (SILVEIRA, 2012; GARLET, 2007).

Os 06leos essenciais sdao encontrados em diversas partes das plantas, produzidos e
armazenados em estruturas especializadas externas (tricomas secretores e osmaforo) e internas
(como canais oleiferos ou bolsas lisigenas). Possuem composicdo quimica complexa
apresentando diferentes substancias, sendo que na maioria das vezes 0s constituintes
majoritarios sao os responsaveis pelas atividades biol6gicas exercidas, contudo essas atividades
também ser provenientes de interacdo sinérgica entre 0os compostos. As substancias ativas
presentes nos 6leos essenciais apresentam diferentes grupamentos gquimicos como alcoois,
cetonas, aldeidos entre outros. As principais classes de constituintes que compde os 0leos
essenciais costumam ser os terpenos e os fenilpropanoides (FERREIRA A. 2014; SILVEIRA,
2012).

A extracdo dos 6leos essenciais pode ser feita através de varias metodologias, sendo que
as mais conhecidas sdo a passagem a frio, hidrodestilacdo, destilacdo por arraste a vapor,
prensagem, enfloracdo, headspace (microdestilagdo em fase solida), e extracdo com fluidos
supercriticos (AZEVEDO, 2014; SILVEIRA, 2012; SILVA D. 2008).
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Devido ao fato de possuirem diversos compostos ativos em sua composi¢do os 6leos
essenciais apresentam diversas propriedades terapéuticas. Dentre as muitas atividades
encontradas podem ser citadas: atividades antisséptica, antimicrobiana, antifingica, antiviral,
anti-inflamatoria, rubefaciente, revulsiva, cicatrizante, antioxidante, analgésica, estimulante do
sistema  imunoldgico,  sedativa,  antidepressiva,  anticonvulsivante,  ansiolitica,
anticolinesterasica, anti-helmintica, antiproliferativa, antitumoral, estimulantes das secrecoes
digestivas, atividades gastropotetora, antiulcerosa, carminativa e antiespasmddica intestinal,
miorrelaxante, atividade mucolitica, expectorante e broncodilatadora (FERREIRA A. 2014,
SILVA D. 2008; CAVALEIRO, 2007).

Devido as suas caracteristicas aromaticas e terapéuticas, os 6leos essenciais constituem
uma fonte interessante de matéria prima principalmente para a industria farmacéutica,
cosmeética, alimenticia, produtos de limpeza. Sdo muito usados com o intuito de conferir sabor
e aroma as formulagfes de produtos de higiene, cosméticos perfumes, fragrancias e fixadores
de fragréncias, adjuvantes em medicamentos, farmacos, aromatizantes de bebidas e alimentos,
solvente de resinas e borrachas, producdo de tintas, pigmentos e adesivos, podem ser
empregados também como aromatizantes de ambientes e na aromaterapia (SILVEIRA, 2012;
BRITO, 2010; STEFFENS, 2010; SILVA D. 2008).

Como exemplo de 6leos essenciais que possuem aplicagdo industrial podem ser citados
0 Gleo de Copaiba (arvores do género Copaifera sp), 6leo essencial de mentas ou hortelds
(espécies do género Mentha), 6leo de melaleuca (Melaleuca alternifélia), 6leo essencial de
lavanda (Lavanda officinalis), entre outros (BRITO, 2010; GARCIA et al. 2009; PIERI et al.
2009; GARLET, 2007; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

O o6leo de copaiba é muito empregado na industria de perfumes como fixador de aromas
combinando notas frescas e acres com notas florais. Apresenta propriedades emolientes,
antibacteriana e anti-inflamatdria sendo muito empregado em formula¢es cosméticas como
cremes, xampus, sabonetes, entre outras. Tambeém é utilizado como secativo no envernizamento
de superficies, solventes em pinturas, e aditivos na fabricacdo de borrachas sintéticas e
alimentos (PIERI et al. 2009; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Um outro 6leo essencial que possui aplica¢fes industriais € o 6leo essencial das espécies
de Mentha L., que por sua vez possui diversos constituintes quimicos em sua composicao, sendo
que os principais sdo o mentol, mentona, carvona, linalol, acetato de linalina e a pulegona.
Devido ao fato de possuir sabor e aroma agradavel o mentol € muito utilizado como

aromatizante na inddstria de alimenticia, sendo muito empregado na fabricacdo de balas,
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pastilhas gomas de mascar, licores. Também pode ser usado em medicamentos anti-
inflamatorios e analgésicos, cigarros, enxaguantes bucais, formulagdes cosméticas e produtos
de limpeza (SANTOS P. 2014; GARLET, 2007).

2.4 Constituintes majoritérios da Lantana camara

Juntamente com os fenilpropanoides, os terpenos constituem as principais classes de
metabolitos secundarios encontrados em 0leos essenciais. Os terpenoides estdo presentes em
inimeras espécies de plantas constituindo ao todo mais de 22.000 compostos, podem ser
produzidos também por outros seres vivos como organismos marinhos, micro-organismos e
inclusive fungos. Nas plantas sua sintese ocorre a partir da molécula de Acetil CoA, pondendo
acontecer tanto pela via metabdlica do acido mevaldnico quanto pela via do metileritritol
fosfato (FERREIRA A. 2014; SANTOS P. 2014; SILVEIRA, 2012).

Os terpenos classificam-se conforme a quantidade de isoprenos presentes em sua
estrutura quimica. Isoprenos sdo hidrocarbonetos constituidos por cinco carbonos ligados entre
si possuindo duas ligagdes duplas (CsHs). Podem ser divididos em hemiterpenos,
monoterpenos, sequiterpenso, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos e tetraterpenos. Dentre
estas classes, as mais encontradas em Gleos essenciais sao monoterpenos (formados por duas
unidades de isopreno — Cio) € 0s sesquiterpenos (compostos por trés unidades de isopreno —
Cis). Podem ser classificados ainda segundo o tipo de cadeia carbdnica apresentada (cadeia
aberta ou aciclica; cadeia fechada ou ciclica), funcdo dos grupamentos quimicos, presenca ou
ndo de insaturacGes na cadeia carbénica, e de acordo com a quantidade de anéis presentes na
estrutura molecular (monociclicos, biciclicos, entre outros) (FERREIRA A. 2014; SANTOS P.
2014; SILVEIRA, 2012).

Os terpenos possuem muitas atividades descritas, dentre as quais podem ser citadas
atividades anticacerigena, antisséptica, possuem atividades contra bactérias virus e fungos,
atividade antihiperglicémica, anti-inflamatdria, anagélsica, anestésica, antiespasmodica,
carminativa, secretolitica, antioxidante, antiofidica, antiparasitaria, pesticida, inseticida,
herbicida. Dentre os diversos terpenos presentes na Lantana camara, alguns exercem
importantes atividades como antitumoral (por exemplo o Lantadeno A e Lantadeno B, &cido
oleanolico e acido ursolico), atividadade antimutagénica (22 S-Dimethylacryloyloxylantanolic
acid), atividade anti-inflamatdria (&cido oleandnico, acido oleandlico, &cido ursolico) (KULIK,
2014; PADUCH et al. 2007; SHARMA O. et al. 2007).
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Os terpenos atuam em processos fundamentais das plantas como fotossintese, transporte
de elétrons, regulacdo do desenvolvimento o celular, defesa, reproducdo, atragdo de animais
polinizadores e dispersores de sementes. Apresentam também grande interesse comercial sendo
empregados pelas inddstrias como matérias-primas, fragrancias, nutracéuticos e farmacos
(GERALDES, 2010).

Jé os fenilpropanoides, também chamados de compostos fendlicos, sdo compostos que
possuem como caracteristica a presenca de um grupamento fenol (hidroxila ligado a um anel
aromatico), podendo serem formados tanto pela via metabolica do &cido chiquimico quanto
pela via metabdlica do mevalonato. Esta classe possui grande potencial antioxidante, auxiliando
assim na prevencdo de patologias relacionadas aos radicais livres e oxidacdo de lipoproteinas,
como por exemplo a trombose, também atuam na prevencdo do cancer e modulam respostas
fisiolégicas como a inflamacéo por exemplo (LEMOS, 2006).

Dois dos fenilpropanoides que vém despertando o interesse nos pesquisadores € o0 acido
cafeico e o &cido rosmarico. Estes compostos apresentam muitas propriedades terapéuticas,
dentre as quais pode-se citar antidepressiva, antioxidante, antiespasmadica, antimicrobiana,
além disso sdo utilizando na terapia de vérias patologias como asma, Ulcera, entre outras
(LEMOS, 2006).

A literatura apresenta diversos estudos que fizeram a prospeccao fitoquimica do dleo
essencial de Lantana camara. De acordo com estas pesquisas, as principais classes de
compostos presentes sd0 monoterpensos, sesquiterpenos, e hidrocarbonetos alifaticos. No 6leo
essencial de Madagascar existem inumeros constituintes quimicos, sendo que 0s mais
abundantes sdo davanona, f-cariofileno, a-curcumeno, sabineno, linalool, o-humuleno, [-
bisaboleno, y-cadineno, 1,8-cineol, biciclogermacreno e éxido de cariofileno (KHAN et al.
2016; COSTA J. et al. 2009; RANDRIANALIJAONA et al. 2006; RANDRIANALIJAONA et
al. 2005; NGASSOUM et al. 1999).

A davanona é um sesquiterpeno que se apresenta como o principal constituinte do 6leo
de Artemisia pallens (mais conhecida como davana) podendo ser encontrado também na espécie
Tanacetum vulgare, possui propriedades antifingicas e antiespasmddicas sendo importante
também na industria de perfumes (SABITHA et al. 2010; MORRISON et al. 2009).

O B-cariofileno é um sesquiterpeno biciclico presente no 6leo essencial de muitas
plantas, especialmente em plantas condimentares (especiarias) e plantas aromaticas como
cravo, canela, alecrim, entre outros. Costuma possuir compostos isdmeros, o issocariofileno e

o o-humuleno (também chamado de a-cariofileno), sendo que nos 6leos essenciais das plantas
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frequentemente se apresenta como uma mistura desses dois isomeros. E muito empregado como
aditivo flavorizante e aromatizante em alimentos e produtos cosméticos e farmacéuticos como
confeites, bebidas, cremes dentais, sabonetes, entre outros (SHARMA C. et al. 2016; SILVA
FLAVIA 2014).

Este sesquiterpeno encontrado no dleo essencial de Lantana camara apresenta muitas
propriedades farmacoldgicas, as principais sdo analgésico, anti-inflamatorio, antioxidante,
cardioprotetor, antitusssigeno, vasorrelaxante, antiespasmodico, antiasmatico, antirreumatico,
anticolinesterasico, anticancerigeno, citotoxico, antiparasitario, mosquicida, antiviral,

antifungico, antibacteriano e antiapoptético (SHARMA C. et al. 2016).
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3 ANGIOGENESE

Os vasos sanguineos sdo estruturas em formato de tubo, formadas por apenas uma
camada de células endoteliais interligadas que sdo envoltas por uma matriz extracelular e
células de suporte. Possuem como principal funcdo o transporte de inumeras substancias,
moléculas, e células como glébulos vermelhos e brancos, oxigénio, nutrientes, entre outros. S&o
classificados de acordo com o seu calibre, estrutura e funcéo, podendo serem formados através
de dois principais processos denominados de vasculogénese e angiogénese (POLLI, 2015;
BORBA, 2012).

Vasculogénese é o processo de surgimento de novos vasos sanguineos que ocorre a
partir da proliferacdo local de angioblastos e hemangioblastos (células progenitoras de células
endoteliais), os quais vdo se diferenciar em células endoteliais. As células endoteliais se
organizam em agregados celulares (ilhotas sanguineas) dando origem a uma nova rede vascular.
Ja a angiogénese € 0 processo em que vasos capilares pré-existentes ddo origem ao
desenvolvimento de novos brotos endoteliais formando assim novos vasos sanguineos (POLLI,
2015; BORBA, 2012; MELO-REIS, 2009).

Posteriormente, durante angiogénese, essa rede vascular primitiva (formada durante a
vasculogénese) passa por um processo de remodelamento no qual hd& uma combinacdo de
eventos de morte e regressdo vascular com interligacdo e ramificacdo dos vasos sanguineos
previamente formados. Ap6s o processo de remodelamento, essa rede vascular sera considerada
madura e estabilizada, promovendo assim o aporte de macro e micronutrientes ao tecidos e
Orgdos do corpo humano. O desenvolvimento embrionario € um processo fisiolégico em que
ambos 0s processos (vasculogénese e angiogénese) estdo envolvidos na formacdo de novos
vasos sanguineos, pois, durante o seu desenvolvimento o coracdo e 0s grandes vasos se
desenvolvem através da vasculogénese, j& 0 suprimento sanguineo necessario para 0
desenvolvimento de 6rgdos como figado, pulm&o e coracdo é feito através da angiogénese
(MENEGHELLLI, 2013; BERTI, 2008).

A angiogénese € um processo que pode acontecer tanto em processos fisioldgicos
guanto em processos patoldgicos. Em processos fisioldgicos, a angiogénese € resultante do
equilibrio entre fatores angiogéncios e fatores anti-angiogénicos, levando assim a formacéo de
novos vasos sanguineos de forma ordenada, transitoria, e altamente regulada por estes fatores.
Em condicdes fisiologicas, a formagdo de novos vasos sanguineos ocorre em inumeras
situacGes como reparo e regeneracgéo tecidual (cicatrizacdo de feridas, regeneracdo endometrial

apo6s a menstruacao), ovulagdo, desenvolvimento da placenta, surgimento e crescimento de
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vasos colaterais em tecidos isquémicos, entre outros (PRADO, 2014; FERREIRA C. 2013;
MELO-REIS, 2009).

Ja em processos patoldgicos, a angiogénese é resultante do desequilibrio entre os fatores
angiogénicos e fatores anti-angiogénicos, levando dessa forma ao surgimento e
desenvolvimento desordenado, duradouro, e desregulado de novos vasos sanguineos. Como
exemplos de situagcbes em que a angiogénese patoldgica esta presente podem ser citados a
retinopatia diabética, artrite reumatoide, crescimento de tumores, hemangiomas, entre outros
(PRADO, 2014; FERREIRA C. 2013; MELO-REIS, 2009).

A angiogénese € um processo que acontece como resposta a estimulos locais como
inflamacd&o, hipdxia, isquemia, feridas, entre outros. Esses estimulos entdo liberam fatores pro-
angiogénicos como FGFb (fator de crescimento de fibroblasto basco), VEGFs (fatores de
crescimento vascular endotelial), interleucinas, ciclooxigenase 2 (COX-2), entre outros. O
surgimento e desenvolvimento de novos vasos sanguineos pode ocorrer por brotamento ou
intussuscepcao. A figura 3 representa um resumo dos processos de angiogénese por brotamento
e intussuscepcdo (POLLI, 2015; FERREIRA C. 2013; MENEGHELLI, 2013; BERTI, 2008).

Figura 3 — Resumo dos processos de angiogénese por brotamento e intussuscepgao.
FONTE: Adaptada de MENEGHELLLI, 2013.
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A angiogénese por brotamento ocorre por meio da proliferacdo e migracdo de células
endoteliais do vaso sanguineo previamente existente, levando assim a formagdo de um broto
vascular conectado ao vaso pre-existente. Na angiogénese por intussuscep¢do, as células
endoteliais dos lados opostos se estendem interiormente no lmen vascular até se encontrarem
formando assim um septo e dividindo longitudinalmente o vaso em sanguineo em dois (BAMPI,
2014; MADI, 2014; FERREIRA C. 2013).

Na angiogénese por brotamento, fatores pré-angiogénicos aumentam a permeabilidade
vascular e depositam fibrina extravascular, o que leva a desestabilizacdo do endotélio vascular
do vaso sanguineo ja existente e quiescente. Essa desestabilizagdo vascular promove entdo uma
remocao dos pericitos adjacentes as células endoteliais. Apos a retirada dos pericitos ocorre a
ativacdo das células endoteliais, que ap0ds ativadas liberam enzimas proteoliticas como as
metaloproteinases de matriz (MMPs). Essas enzimas proteoliticas degradam entdo a membrana
basal e matriz extracelular. Apds a acdo das enzimas as proteoliticas, as células endoteliais sdo
libertas na membrana basal ficando assim expostas. Depois de expostas na membrana basal, as
células endoteliais perdem suas juncgdes, e logo apds comecam a se proliferar e a migrar em
direcdo a matriz extracelular degradada. A figura 4 representa as etapas da angiogénese por
brotamento (POLLI, 2015; SILVA FRANCISCA 2012; FERREIRA P. 2007).
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Figura 4 — Etapas da angiogénese por brotamento.
FONTE: Adaptada de POLLI, 2015.
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Durante a migracdo celular as células endoteliais vdo sendo paralelamente ordenadas,
sendo que esse deslocamento celular ¢ liderado pelas “tip cells” (células endoteliais que
sofreram um processo de diferenciacéo celular e possuem capacidade invasiva e migratoria).
As tip cells entdo projetam filopodes (extensbes citoplasmaticas) direcionados ao estimulo
angiogeénico, liderando assim o surgimento e desenvolvimento de um novo vaso sanguineo.
Apos a formagdo do novo vaso sanguineo, as stalk cells (células de suporte) sdo responsaveis
por estabilizar 0 vaso sanguineo recém-formado. Essa estabilizacdo vascular ¢ feita pelas stalk
cells, as quais agem se proliferando, formando jun¢des e o limen vascular, elongando assim os
vasos sanguineos recém formados. No processo de formacao de novos vasos sanguineos existe
ainda a atuacdo de um outro tipo de células conhecido como phalanx cells (células falanges).
A formacdo da camada mais interna que reveste 0s vasos sanguineos recém-formados ocorre
através das phalanx cells, as quais se alinham em uma Unica camada melhorando dessa forma
o fluxo sanguineo, a perfusdo e oxigenacdo tecidual. Esse processo é repetido até o equilibrio
entre os fatores pro-angiogénicos e anti-angiogénicos seja reestabelecido. A figura 5 representa
diferenciacdo das células endoteliais em tip cells, stalk cells e phalanx cells. Ja a figura 6
representa a atuacao das tip cells e stalk cells na angiogénese (LACERDA, 2015; POLLI, 2015;
VIEIRA, 2014; MENEGHELLLI, 2013; RIBATTI; CRIVELLATO, 2012; SOUZA E. 2011,).

célula pontudatip)

Figura 5 — Células endoteliais em tip cells, stalk cells e phalanx cells.
FONTE: Adaptado de MENEGHELLI, 2013.
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a) Vaso sanguineo pré-existente b) Formac#o das tip cell ¢) Formac#o do broto vascular
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Figura 6 — Atuacdo das tip cells e stalk cells na angiogénese.
FONTE: Adaptado de VIEIRA, 2014.

3.1 Regulacdo da angiogénese

Como dito anteriormente, nos processos fisioldgicos a angiogénese € um processo
altamente ordenado e regulado, havendo portanto um equilibrio entre os fatores pro-
angiogénicos (fatores angiogénicos) e anti-angiogénicos (angiostaticos). J& nos processos
patoldgicos, ha um desequilibrio dos fatores envolvidos na angiogénese levando assim ao
surgimento desregulado de novos vasos sanguineos, o que constitui um fator importante no
desenvolvimento de quadros clinicos relacionados a angiogénese patoldgica, como por exemplo
o desenvolvimento de algumas neoplasias, entre outros (FERREIRA C. 2013; MENEGHELLI,
2013; BERTI, 2008).

A regulacdo do processo de formacdo de novos vasos sanguineos é feita pela interagdo
entre fatores os angiogénicos e anti-angiogénicos. Alguns dos varios fatores que estimulam a
angiogénese (fatores angiogénicos) podem ser citados sdo os fatores de crescimento de
fibroblastos (FGF-1, FGF-2), fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFs, incluem seis
membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, e o fator de crescimento

placentario - PLGF), fator de crescimento transformante (TGF-o, TGF-f), angiopoietinas, entre
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outros. J& alguns dos varios fatores anti-angiogénicos (angiostaticos) que podem ser citados sdo
a trombospondina-1, angiostatina, endostatina, entre outros. Além da atuacdo dos fatores
angiogeénicos e anti-antiangiogénicos, a angiogénese envolve a participacao de outras moléculas
como citocinas, quimiocinas, enzimas, caderinas, integrinas, selectinas, fatores angiogénicos
secretados pelos macréfagos (interleucinas e prostaglandinas) e células endoteliais. A relacéo
dos fatores angiogénicos (ativam a angiogénese) e fatores angiostaticos (inibem a angiogénese)
mais conhecidos é apresentada na figura 7 (POLLI, 2015; PRADO, 2014; FERREIRA C. 2013;
BORBA, 2012; BERTI, 2008; FERREIRA P. 2007).

Ativadores Inibidores

Fator de Crescimento Endotelial

Trombospondina
Vascular(VEGF)
Fator de crescimento de fibroblastos - Angiostatina
basico (FGF2)
Metalloproteinase da matriz(MMP) Endostatina
Angiopoietina (Ang)
Angiogenina Canstatina
Fator de crescimento plaquetario (PLGF)
Timidinafosforilase Condromobulina-1
Angiogenina Heparinases
Ciclooxigenase2 (COX 2) Fator derivado do epitélio pigmentado
Fator de crescimento do tecido conjuntivo  Acido retinico
(CTGF)
Fator de crescimento transformante Retinoides
(TGF-B)
Fator de Necrose Tumoral o (TNF o) Interferon-y
Integrinas Fator derivado do epitélio pigmentado
Interleucinas: IL -1a e IL-8 Troponina — derivada da cartilagem
Molécula de Adesdo Celular Plaqueta- Interleucina: IL4, IL-12

Endotelio (PECAM-1)

Figura 7 — Relacdo dos fatores angiogénicos e antiangiogénicos mais conhecidos.
FONTE: BORBA, 2012.
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Alguns dos mais importantes e mais estudados fatores envolvidos na angiogénese sao
os membros da familia do fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF), que juntamente
com seus receptores (VEGFRs) possuem importantes papéis na regulacdo da angiogénese. O
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) foi sequenciado e isolado por Ferrara e Henzel
em 1989. Com o passar dos anos foram descobertos seis membros dessa familia: VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e o fator de crescimento placentario (PLGF, também
conhecido como PIGF). Os membros da familia da VEGF se ligam com trés receptores do tipo
quinase: VEGFR-1, VEGFR-2, e VEGFR-3 (POLLI, 2015; BAMPI, 2014; MENEGHELLI,
2013; BORBA, 2012; FERREIRA P. 2007).

O VEGF é o principal membro dessa familia e estd envolvido tanto em processos
fisioldégicos quanto patoldgicos. Dentre os muitos efeitos que o VEGF exerce sobre a
angiogénese podem ser citados aumento da permeabilidade vascular, estimulo da proliferacdo
e sobrevivéncia das células endoteliais, aumento da expressdo de enzimas proteoliticas
(proteases e metaloproteinases) e mudangas na expressao de moléculas de adesdo. Os principais
efeitos do VEGF na angiogénese sdo mediados pelo receptor VEGFR-2. O VEGFR-1 parece
influenciar negativamente a angiogénese pois ele suprime a sinalizacéo do receptor VEGFR-2,
O VEGFR-3 é um receptor que fundamentalmente age e € expresso nos vasos linfaticos
(POLLI, 2015; BAMPI, 2014; MENEGHELLLI, 2013; BORBA, 2012; FERREIRA P. 2007).

3.2 Membrana corioalantoide para avaliacdo da angiogénese

Atualmente existem diversos modelos experimentais “in vivo”, “ex vivo”, e “in vitro”
para se analisar influéncia de um ou mais substancias sobre a angiogénese. Dentre as muitas
metodologias experimentais “in vivo” existente atualmente podem ser citadas o ensaio da
membrana corioalantoide (MCA) de Gallus domesticus, neovascularizacdo da cdrnea de
coelhos, implante subcutaneo (Gelfoam® ou do plug de Matrigel®) em ratos e camundongos,
modelo experimental em Danio rerio (peixe-zebra), entre outros (POLLI, 2015;
MENEGHELLLI, 2013).

A membrana corioalantoide (MCA) do ovo embrionado de galinha é uma membrana é
uma membrana formada no quarto dia do desenvolvimento embrionario através da fusdo da
mesoderme com a ectoderme corionica. Altamente vascularizada, a membrana corioalantoide
apresenta papel fundamental no desenvolvimento embrionario, sendo que duas das funcdes da
MCA sdo intermediar as trocas gasosas e levar de oxigénio ao embrido auxiliando assim na

respiracéo do embrido, entre outras. O desenvolvimento normal do embrido dura 21 dias, sendo
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que até o decimo-primeiro dia a rede vascular apresenta forte e constante desenvolvimento,
ap6s o décimo-primeiro dia ha uma importante reducdo no desenvolvimento dessa rede
vascular. A partir do decimo-terceiro dia ndo ha mais o crescimento dos vasos sanguineos, e a
partir dessa etapa (a partir do décimo-terceiro dia de desenvolvimento) a MCA ja pode ser usada
para avaliar a influéncia de substancias na angiogénese. A figura 8 representa o ovo embrionado
de galinha e suas respectivas membranas (FERREIRA C. 2013; MELO-REIS, 2009).

Camara de ar

Casca do ovo

Membrana da casca
_ Membrana corio-alantoide

Membrana corio-alantoide
interna

Figura 8 — Ovo embrionado de galinha e suas respectivas membranas.

FONTE: Adaptada de MELO-REIS, 2009. A figura & esquerda representa o ovo embrionado de galinha, nesta
figura a sigla MCA significa membrana corioalantoide. Ja a figura da direita ilustra as membranas do ovo
embrionado de galinha.

Dentre as vantagens apresentadas pelo modelo experimental da MCA podem ser citadas
a reprodutibilidade, baixo custo financeiro, facilidade na execucdo e na visualizacdo da rede
vascular, simplicidade na rotina de incubacéo em estufas (PRADO, 2014; MELO-REIS, 2009;
BERTI, 2008).
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4 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Frequentemente os seres vivos estdo expostos a diversos agentes fisicos, quimicos e
biolégicos que podem interagir com o material genético levando a alteragfes genéticas. Essas
alteracdes podem ser a nivel génico ou cromossémico podendo alterar ou ndo 0S processos
fisiol6gicos. Entretanto, os seres vivos possuem um sistema de reparo de DNA o qual é
responsavel por detectar, controlar e corrigir as alteragdes sofridas pelo cddigo genético
garantindo assim sua a estabilidade e a sobrevivéncia da célula ou organismo (CARVALHO,
2014; TERRAZAS, 2013; FAGUNDES G. 2012).

O sistema de reparo pode reparar ou ndo as alteragdes sofridas pelo DNA, sendo que
quando essas mudancas conseguem ser reparadas elas sdo chamadas de altera¢des genotdxicas,
ndo sendo portanto permanentes. Entretanto, quando estas alteragbes ndo conseguem ser
reparadas elas se tornam permanentes, passando a serem chamadas de mutacGes e podendo ou
ndo serem transmitidas as futuras geragdes, essas alteracdes permanentes sdo chamadas de
alteracdes mutagénicas (CARVALHO, 2014; TERRAZAS, 2013; FAGUNDES G. 2012).

Contudo, existem agentes que possuem a capacidade de prevenir modificacfes
genéticas, esses agentes sdo conhecidos agentes antigenotoxicos ou antimutagénicos. Agente
antigenotdxico ou antimutagénico é toda substancia que, independentemente do mecanismo de
acao evita danos ao DNA, diminuindo dessa forma a frequéncia de mutacGes espontaneas ou
induzidas. Os agentes antimutagénicos podem agir através da desmutagénese ou
bioantimutagénese. Na desmutgénese, os agentes mutagénicos sdo diretamente inativados por
acao quimica ou enzimatica, inibindo que pro-mutagénicos ativados através do metabolismo ou
sequestrando moléculas reativas. Na bioantimutagénese, os agentes antimutagénicos agem
modulando o reparo e replicacdo do DNA, dessa forma os antimutagénicos inibem possiveis
falhas do sistema de reparo que podem levar a erros (SILVA CAROLINA 2015; FAGUNDES
G. 2012; MELO-REIS, 2009).

Existem disponiveis testes bem definidos e amplamente aceitos pelas agéncias
regulatdrias e comunidade cientifica para se avaliar a genotoxicidade e/ou mutagenicidade de
um agente fisico, quimico ou bioldgico. Dentre esses testes podem ser citados os testes do
cometa e o teste do micronucleo em medula 6ssea hematopoiética de camundongos. Uma das
diferencas entre esses dois testes é que o teste do cometa detecta lesdes que podem ser
reparadas, enquanto do micronicleo detecta lesbes permanentes (BARROS A. 2013;
TERRAZAS, 2013).
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4.1 Teste do micronucleo

O teste do micronucleo foi originalmente desenvolvido em 1971 por Schimid e
colaboradores, sendo posteriormente modificado por Heddle em 1973. E um teste mutagénico
mas que atualmente vem sendo muito utilizado para a avaliacdo de aberragdes cromossdmicas
estruturais e numéricas causadas por agentes clastogénicos (agente que causam quebras
cromossémicas) e agentes aneugénicos (agentes que causam aneuploidia ou segregacao
cromossémica anormal). A figura 9 ilustra como ocorre a formacdo de micronucleos por
agentes clastogénicos e agentes aneugénicos (TERRAZAS, 2013; GONCALVES, 2012;
VALE, 2012).

A Tratamento quimico

Célula filha normal

Intérfase Metafase

Célula filha micronucleada

B Tratamento quimico

Intérfase Metafase Telofase

Célula filha micronucleada

Figura 9 — Processo de formacdo de micronlcleo por agentes clastogénicos e agentes

aneugénicos.
FONTE: Adaptada de RIBEIRO, 2003. A figura [A] ilustra o processo de formagdo de microntcleo por agentes
clastogénicos; A figura [B] ilustra o processo de formagdo de micronucleos por agentes aneugénicos.
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Micronucleos sdo pequenos corpusculos de cromatina que aparecem nas células filhas
como consequéncia de danos genéticos nas células parentais que ndo foram reparados ou
sofreram reparacdo errbnea. Esses pequenos corpusculos cromatidicos se parecem com um
pequeno nucleo e estdo situados no citoplasma ficando separados do nucleo principal, sendo
provenientes de fragmentos de cromossomos acéntricos (Cromossomos que nao possuem
centrébmero) ou cromossomos inteiros que, devido a danos no centrdbmero ou defeitos na
citocinese se atrasaram durante a migracdo para os polos da anafase ndo sendo portanto
inseridos no nucleo recém formado na teléfase (COSTA E. 2015; GONCALVES, 2012;
CARMO, 2009; MELO-REIS, 2009; ROLL, 2005).

Algumas das caracteristicas do microntcleo em relacdo ao nucleo principal sdo: ser
separado, possuir menor tamanho e mesma intensidade de coloracdo, ou eventualmente, ser
mais escuro, e ndo apresentar refringéncia (COSTA E. 2015; BIANCHI, 2008).

O teste do microndcleo deve ser preferencialmente feito em células que estejam em altas
e constantes taxas de divisGes celulares como por exemplo os eritrocitos policrométicos
produzidos pela medula 6ssea e presentes no sangue periférico de mamiferos. Dentre as
caracteristicas que favorecem o uso de eritrocitos (hemacias) no teste do microndcleo estdo a
elevada rotatividade (precisam de continua reposicdo), serem células anucleadas, e por
permitirem serem diferenciados em eritrocitos policromaticos pela presenca de RNA
(GONCALVES, 2012).

Durante a maturacdo dos eritroblastos em eritrocitos policromaticos o nucleo principal
dos eritroblastos € expulso restando apenas os micronucleos no citoplasma. Os eritrocitos
policrométicos (EPC - eritrdcitos jovens) ainda sdo imaturos, sendo que apds a maturacao ele
serdo chamados de eritrocitos normocromaticos (ENC - eritrocitos maduros). Um dos tipos
celulares mais usados para a detec¢cdo do micronucleo em estudos “in vivo” sdo 0s eritrocitos
policroméaticos da medula déssea de camundongos ou ratos, sendo que a presenca de
micronucleos em eritrocitos policromatticos representa dano recente pois este tipo de eritrocito
ndo possui nucleo e possuem curto periodo de vida, sendo o ciclo de divisdo dessas células é
em torno de 22 a 24 horas. A figura 10 representa um esfregago de medula 6ssea com eritrocitos
normocromaticos, e eritrocitos policromaticos micronucleados mostrando a diferenca no
coloracéo dos dois tipos eritrocitarios (CARNEIRO 2016a; VALE, 2012; ALMEIDA M. 2008;
BIANCHI, 2008).
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Figura 10 — Esfregaco de medula 6ssea com eritrdcitos normocromaticos, e eritrocitos

policrométicos micronucleados mostrando a diferenca no coloracdo dos dois tipos eritrocitarios.
FONTE: RIBEIRO, 2003. A célula (a) representa um eritrocito policromatico micronucleado; A célula (b)
representa um eritrocito policromético; A célula (c) representa um eritrécito normocromaético.

No ensaio do micronucleo em medula dssea € feita a contagem de micronucleos em
2000 eritrdcitos policrométicos (EPC). A contagem do total de EPC, e do total de ENC permite
o calculo o célculo da relacdo EPC/ENC, determinando assim a citotoxicidade ou depressao
celular causada por um agente. Contudo, uma diminuicdo na quantidade EPC refletira também
na reducéo da relacdo EPC/ENC (VALE, 2012).

Dentre as vantagens apresentadas pelo ensaio do micronucleo podem ser citadas a facil
analise dos resultados, financeiramente econdmico, detecta varios tipos de danos citogenéticos
sendo que os microndcleos sdo de facil identificacdo, oferece a possibilidade de avaliar a
citotoxicidade do agente testado, pode ser feito tanto em estudos “in vitro” quanto “in vivo”
desde que as celulas usadas em proliferacdo (SANTOS N. 2015; BIANCHI, 2008).

4.2 Teste cometa
O ensaio cometa (SCGE - Single Cell Gel Eletrophoresis), também chamado de
eletroforese de célula Gnica, foi desenvolvido pela primeira vez por Ostling e Johanson em 1984

com a finalidade de detectar possiveis danos sofridos pelo DNA. Nessa primeira versdo do
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ensaio cometa, apds a corrida eletroforética em condi¢bes neutras era possivel apenas a
deteccdo de danos ao DNA de fita dupla. Posteriormente a metodologia do ensaio cometa foi
adaptada por Singh e colaboradores em 1988. Na metodologia adaptada por Singh e
colaboradores, a técnica do ensaio cometa é feita condicGes alcalinas utilizando uma solugéo
tampdo com pH acima de 13, sendo possivel detectar danos tanto em fita dupla quanto em fita
simples, lesdes em sitios alcali-1abeis, locais de reparo por excisao e crosslinks (OLIVEIRA M.
2014; BARROS A. 2013; TERRAZAS, 2013; SILVA J. 2007).

O teste cometa € uma metodologia utilizada para detectar danos genéticos induzidos por
diferentes tipos de agentes, sendo que as lesdes identificadas através desta metodologia podem
ou ndo virem a ser corrigidas. Dessa forma, 0 ensaio cometa também é usado em estudos de
reparo do DNA podendo conseguir dados sobre a cinética e o tipo leséo corrigida. Entretanto,
0 ensaio cometa ndo permite avaliar a precisao do processo de reparo (FAGUNDES G. 2012;
MELO-REIS, 2009).

Na metodologia do ensaio cometa primeiramente as células obtidas de um ser vivo sdo
embebidas em uma solucdo em uma solucdo contendo gel de agarose e lise. Apds serem
embebidas no gel de agarose com a solucéo lise, as membranas celulares sofrem um processo
de lise e suas proteinas nucleares sdo extraidas. Como o DNA possui mais peso que 0s outros
componentes que restaram, este tende a ficar retido em uma estrutura conhecida como nucleoide
(conjunto de algas enoveladas de DNA que ndo possuem histonas e que ficam aderidas a matriz
nuclear remanescente). Essas células entdo sdo submetidas a uma corrida em gel de eletroforese,
0 que faz com que o DNA (possui cargas elétricas negativas) fragmentado livre migre em
direcdo ao polo positivo e se afaste do nucleo principal, formando assim a cauda e dando &
célula a aparéncia de um cometa com cabeca (regido nuclear) e cauda (constituida pelos
fragmentos de DNA). Os cometas formados através da corrida eletroforética podem entdo ser
corados e analisados por microscopia de fluorescéncia usando corantes fluorescentes como
brometo de etidio, iodeto de propidio e Syber Green, ou podem ser analisados em microscopia
Optica usando corantes como nitrato de prata ou Giemsa. A figura 11 representa a estrutura de
um cometa com a cabecga e cauda (SANTOS N. 2015; OLIVEIRA M. 2014; BARROS A. 2013;
LEITE et al. 2013; MENEZES, 2011; MELO-REIS, 2009).
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Direcdao da migracao

Comprimento Comprimento da cauda e %
da cabeca de DNA na cauda

Figura 11 — Estrutura de um cometa com cabeca e cauda.
FONTE: OLIVEIRA M. 2014.

No ensaio cometa, a avaliacdo do DNA fragmentado é medida através da corrida desses
fragmentos na eletroforese com posterior analise da cabeca e da cauda do cometa formado,
sendo que, quanto maior quantidade de quebras de DNA, maior sera extensdao da migracdo do
DNA lesado. A analise dos cometas formados pode ser feita tanto visualmente quanto
automatizada utilizando-se softwares especificos para essa finalidade. Durante a analise dos
cometas as células normais (células que ndo possuem dano detectavel no DNA) apresentam
nucleo redondo. Enquanto que as células possuem danos detectaveis no DNA apresentam uma
cauda constituida por fragmentos de DNA de diferentes tamanhos. A figura 12 apresenta a
analise de células pelo cometa (MENEZES, 2011; CARMO, 2009; MELO-REIS, 2009).

Figura 12 — Analise de celulas pelo ensaio cometa.
FONTE: Adaptada de MELO-REIS, 2009 p 31. Na figura [A] a seta demonstra uma célula normal. Na figura [B]
a seta demonstra uma célula em “cometa”.
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Dentre as vantagens apresentadas pelo ensaio cometa podem ser citadas a versatilidade
celular a ser usada nos experimentos, requer pouca quantidade de células para analise, as células
a serem utilizadas ndo precisam estar em diviséo, possui grande sensibilidade e flexibilidade, €
uma metodologia financeiramente econdmica e rapida, e possui facil aplicacdo (CARVALHO,
2014; FAGUNDES G. 2012).
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade angiogénica e/ou antiangiogénicas e o
potencial mutagénico e/ou antimutagénico do Oleo essencial das folhas de Lantana

camara (Cambara).

5.2 Objetivos especificos
v" Avaliar a possivel atividade angiogénica e/ou antiangiogénica do 6leo essencial das folhas
de Lantana camara (Cambard) mediante realizagdo de testes laboratoriais “in vivo”,
utilizando como modelo experimental a membrana corioalantoide do ovo embrionado de

galinha.

v" Avaliar o potencial mutagénico do 6leo essencial das folhas de Lantana camara (Cambard)
mediante a realizagdo de experimentos “in vivo”, utilizando como modelo experimental o

teste de microndcleo em medula 6ssea hematopoiética de camundongos.

v" Avaliar o potencial genotoxico do 6leo essencial das folhas de Lantana camara (Cambara)
mediante a realizagdo de experimentos “in vivo”, utilizando como modelo experimental o

teste cometa em células sanguineas de camundongos.

v/ Avaliar o potencial antimutagénico do Oleo essencial das folhas de Lantana
camara (Cambard) mediante realizagdo de experimentos “in Vivo”, pelo tratamento
simultdneo do 6leo essencial e de um composto sabidamente genotdxico, doxorrubicina,

utilizando-se o teste de microndcleo em medula 6ssea hematopoiética de camundongos.

v Avaliar o potencial antigenotoxico do oOleo essencial das folhas de Lantana
camara (Cambard) mediante realizagdo de experimentos “in Vivo”, pelo tratamento
simultaneo do 6leo essencial e de um composto sabidamente genotoxico, doxorrubicina,
utilizando-se como modelo experimental o teste cometa em células sanguineas de

camundongos.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Materiais
6.1.1 Oleo essencial das folhas de Lantana camara

O oleo essencial das folhas de Lantana camara foi fabricado pela Argila Ind. e Com. de

Cosméticos Ltda, CNPJ NP 06.204.801/0001-55, localizada em Juiz de Fora — MG, sob
responsabilidade do farmacéutico Rodrigo Prota Venancio, CRF — MG 22231. Ele foi adquirido
da empresa distribuidora Laszlo Aromaterapia Ltda, CNPJ N° 07.997.093/0001-10, localizada

em Belo Horizonte — MG.

Foram comprados dois frascos do 6leo essencial das folhas de Lantana camara, sendo

que cada frasco contém 10,1 ml, 100% puro e natural, extraido pelo método de arraste a vapor,

a partir das folhas da planta, origem Madagascar. Os dois frascos pertencem ao lote 002322,

validade em novembro de 2018, produto sob isencéo de registro.

v

Controles utilizadas no ensaio da membrana corioalantoide:

Controle inibidor: Dexametasona solucdo injetdvel 4 mg/mL - Decadron®, Aché
Laboratérios Farmacéuticos, Lote n°: 1513259, validade em dezembro de 2017.
Controle neutro: Agua para Injecdo, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: CIA, validade
em junho de 2018.

Controle positivo: Regederm®, Pele Nova Biotecnologia, Lote n°: 00134061, validade

em fevereiro de 2018.

Controles utilizados no ensaio do micronucleo em medula 6ssea hematopoiética de

camundongos, e ensaio cometa em células sanguineas de camundongos:

Controle negativo: Oleo de Soja Liza ®, Cargill Agricola S.A, Lote: 05 R, validade em
novembro de 2016.

Controle positivo: Doxorrubicina pé liofilizado injetavel 10mg - Oncodox®, Cipla
Limited, Lote n° 140294, validade em julho de 2017.

6.2 Ovos embrionados de galinha

Foram adquiridos ovos férteis de galinha (Gallus domesticus).
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6.3 Camundongos

Para realizar os testes do micronucleo e teste cometa foram utilizados 40 camundongos
machos heterogénicos, saudaveis, da espécie Mus musculus “out bread” linhagem Swiss
Webster, oriundo do Biotério da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, apresentando peso

corpdreo entre 30 e 40 gramas e faixa etaria entre 45 e 60 dias no dia do experimento.

6.3.1 Aspectos éticos
O presente estudo teve a provacdo da Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA)
da Pontificia Universidade Catélica de Goiés, Protocolo 9217091215.

6.3.2 Tempo de testagem dos ensaios
Os ensaios foram realizados no tempo de 24 horas apds a inoculacdo das substancias

(testes e controles).

6.3.3 Grupos e tratamentos

Foram preparadas diluicdes a partir do 6leo essencial das folhas de Lantana camara em
concentra¢fes compativeis para a aplicacdo das doses de 300, 600 e 1.200 mg/kg de peso do
animal. O controle negativo foi o 6leo de soja e o controle positivo foi a solucdo de
doxorrubicina na dose de 2,0 mg/kg.

Cada grupo foi constituido por 5 camundongos Mus musculus para 0S ensaios
pretendidos:
1 - Grupo Teste da mutagenicidade — 15 camundongos
2 - Grupo Teste da antimutagenicidade — 15 camundongos
3 — Grupo controle positivo - 5 camundongos
4 — Grupo controle negativo - 5 camundongos

Totalizando 40 animais

6.3.4 Padronizagdo do ambiente
Os animais foram adaptados ao espaco fisico do Laboratdrio de Estudos Experimentais
e Biotecnoldgicos (LEB) da Pontificia Universidade Catélica de Goias, situado na Rua 232, N°
128 — Setor Universitario — Area V — 3° andar, sala 5 (Proximo a Praca Botafogo) CEP 74605-
140, Goiania — GO.
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A adaptacgéo dos animais ao ambiente proposto priorizou o bem-estar, de forma que as
gaiolas ficaram préximas umas das outras para diminuir o estresse entre 0s animais. A
luminosidade, a temperatura, a intensidade de ruido e a umidade relativa do ar foram as do
ambiente geral. O experimento teve inicio apds o periodo de sete dias de ambientacéo, conforme

preconizado pelos comités de ética.

6.3.5 Condicdes de alojamento e higienizacao
Os animais foram alojados em caixa tipo gaiola de prolipropileno de dimensbes
30x20x13 cm. Cada gaiola abrigou no maximo 05 (cinco) animais. As gaiolas foram forradas
com maravalha. A higienizagéo foi realizada a cada 02 dias com troca da maravalha.

6.3.6 Condicdes de alimentacdo dos animais
Os camundongos foram alimentados com ragdo comercial Marca ALGOMIX indicada
para animais de laboratério (ratos e camundongos). O teste do microndcleo ndo exige restricdo
alimentar. Portanto, foram fornecidos alimentos solidos (racdo ALGOMIX) e agua filtrada a

vontade (ad libitum). Consumo aproximado de 05 gramas/animal/dia.

6.3.7 Forma de contencdo dos animais
Os animais foram contidos manualmente durante a inoculagdo das substancias testes e controle.
Os animais foram adequadamente contidos de forma manual adotando-se 0s seguintes passos:

1) O camundongo foi retirado da gaiola e suspenso pela base da cauda, apoiando-o
imediatamente sobre uma superficie onde pudesse se agarrar (tampa da caixa de outra
gaiola). A utilizacdo da tampa da gaiola como ponto de apoio para 0 camundongo
favorece ao animal que nela se agarra, o que, por sua vez, da a quem vai conter o animal
firmeza para a realizagéo das contengdes posteriores.

2) Apos a colocacdo do camundongo sobre a tampa da gaiola, segurou-se a pele da regido
dorso-cervical, entre os dedos indicador e polegar. Este procedimento inicial de
imobilizacdo da cabeca do camundongo tem como propoésito de conferir seguranca e
firmeza a quem a realiza, pois deste modo, evita-se que o animal vire-se e morda.

3) A cauda do camundongo foi fixada entre os outros dedos e a palma da méo, para a
limitacdo total de seus movimentos. Deste modo, pbde-se entdo proceder a

administracdo de drogas via intraperitoneal.
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7 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
7.1 Procedimento experimental para avaliagdio “in vivo” da atividade

angiogénica/antiangiogénica na membrana corioalantoide do ovo embrionado de galinha

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automatica a temperatura
de 38°C e em ambiente imido (65%), e deslocados lateralmente a cada 15 minutos, durante 0s
cinco primeiros dias de incubacdo. No quinto dia de incubacdo foi realizada, na casca do ovo,
uma abertura circular (1,0 cm de didmetro) em sua base maior (onde esta localizada a camara
de ar) com auxilio de uma micro-retifica Dremel. Os realizacdo do teste foi feita dentro de uma
camara de fluxo laminar, em ambiente previamente esterilizado com luz ultravioleta para ndo
haver contaminacdes reciprocas (RIBATT]I et al. 1996).

Apds a realizacdo da abertura na casca do ovo (utilizando-se seringa e solucdo salina
estéreis) foi depositada uma gota (NaCl 0,9% p/v) de forma a auxiliar na retirada da membrana
da casca, expondo a MCA ja vascularizada. A abertura, entdo, foi vedada com fita adesiva
transparente e 0 ovo novamente incubado, porém, sem agitacdo periddica e com a base furada
voltada para cima.

Ao final do 13° dia de incubacdo, discos de papel de filtro, veiculando 3 puL do dleo
essencial a ser testado e com os controle (negativos, indutores, inibidores), foram depositados
diretamente sobre a membrana de forma cuidadosa. O ambiente foi totalmente estéril. Todos os
0vos Vvoltaram para a incubacéo até o 16° dia, quando foram retirados da incubadora (RIBATTI
et al. 2001).

No 16° dia, foi adicionado solucdo de formol (3,7% v/v) até a abertura na casca do
ovo, aguardou-se entdo 15 minutos. As MCAs foram cuidadosamente cortadas e retiradas
mantidas em placa de Petri com solucdo de formol. Posteriormente, foram obtidas imagens por
equipamento digital sobre um fundo azul claro, em tamanho 640 x 480 pixels e formato de RGB
24 bites, padronizados com objetivo de analisar e quantificar a rede vascular (WILTING et al.
1991).

Foram utilizadas uma camera Sony Cyber-shot DCS-T300 10.1 megapixels com
adaptacao de uma lupa, o zoom utilizado foi de 1.7. As imagens também foram feitas utilizando
um Microscopio Digital Usb Zoom 1000X Luz Led Cémera de 2.0 megapixels Foto e Video
Mc 1000. Este microscépio digital foi ligado a um computador usando o software AMCAP

versao 9.016 para a captura das imagens.
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7.1.1 Andlise das imagens

Posteriormente as iamgens foram entdo selecionadas e recortadas com o auxilio do
programa Paint versdo 6.1. Estas foram recortadas em um tamanho padronizado de 225 x 235
pixels de modo a ndo permitir que o disco de papel ndo aparecesse na imagem evitando-se assim
erros nas quantificacbes. Logo em seguida as redes vasculares das membranas foram
quantificadas utilizando o software AngioQuant versdo 1.33. Os parametros analisados foram
comprimento, calibre e nimero de juncdes dos vasos sanguineos (NIEMISTO et al. 2005;
BOETTCHER et al. 2010).

7.1.2 Andlise estatistica
A andlise estatistica dos dados obtidos foi feita utilizando o software BioEstat verséo
5.3. Calculou-se a média e o desvio padrdo dos parametros analisados nos tratamentos através
da anélise descritiva. Os valores durante a quantificacdo das redes vasculares das membranas
foram comparados entre si pela analise de variancia ANOVA (um critério) — teste Tukey. As
diferencas obtidas foram consideradas significativamente estatisticas quando apresentaram p <
0,05. O intervalo de confianca adotado neste estudo foi de 95% (CARNEIRO et al. 2016b).

7.2 Procedimento experimental para avaliagdio “in  vivo” da atividade
mutagénica/antimutagénica através do teste do micronucleo em medula 6ssea hematopoiética
de camundongos

O experimento teve inicio apds o periodo de sete dias de ambientagdo no Laboratério
de Estudos Experimentais e biotecnologicos, Mestrado em Ciéncias Ambientais e Salde e
Mestrado em Genética, da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, conforme preconizado
pelos comités de ética

Cada grupo foi constituido por 5 camundongos albinos Mus Musculus que foram
tratados, intraperitoneal, com as doses de 300, 600 e 1200 mg/kg do 6leo essencial da Lantana
camara, no tempo de 24 horas. O grupo controle negativo foi tratado com agua 6leo de soja,
enquanto que o grupo controle positivo recebeu dose Unica intraperitonial de 2 mg/kg, de
doxorrubicina. Para a avaliagdo da antimutagenicidade, foram administrados as doses de 300,
600 e 1200 mg/kg do oleo essencial da Lantana camara, concomitantemente com dose de 2
mg/kg de doxorrubicina, no tempo de 24 horas.

Decorridas as 24 horas, os camundongos anestesiados com Tiopental (30 mg/kg) e logo

em seguida fez-se a eutanasia por deslocamento cervical. Os fémures foram retirados, as
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epifises dos fémures foram seccionadas, e a medula éssea lavada com 1 mL de soro fetal bovino.
Apo6s homogeneizada no soro, a medula foi centrifugada a 1.000 rpm por 5 minutos e 0
sobrenadante foi parcialmente descartado. O precipitado de células foi aspirado homogeneizado
com uma pipeta de Pasteur e uma gota de suspenséo celular foi colocada na lamina de vidro
onde foi confeccionado o esfregaco das células da medula dssea hematopoiética. Apds secas,
as laminas foram fixadas em metanol absoluto por 5 minutos e coradas por corante Panético
Répido (Laborclin®).

7.2.1 Andlise citogenética

As laminas foram analisadas em microscopio éptico comum Nikon (Eclipse E200) com
a finalidade de se detectar provaveis micronucleos nos eritrocitos policromaticos (EPC) da
medula dssea dos animais tratados. Para a visualizacdo das células foi utilizada objetiva de
imers&o (1000x), sendo que para cada animal foram utilizadas duas laminas analisando-se 2.000
EPC por lamina. Para a avaliacdo citotoxicidade ou anticitotoxicidade, foi feita a contagem de
eritrocitos policrométicos (EPC) e eritrocitos normocromaticos (ENC). A determinacdo da
razdo EPC/ENC foi feita de acordo com Schmid (1975).

7.2.2 Andlise estatistica

A anélise estatistica dos dados obtidos foi feita utilizando o software BioEstat versdo
5.3. Para cada um dos tratamentos foi feito o calculo da média e o desvio padréo através da
estatistica descritiva. As frequéncias de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN)
obtidas em cada tratamento foram comparadas com o grupo controle negativo (para avaliagéo
da mutagenicidade) ou controle positivo (para avaliagdo da antimutagenicidade) pela analise de
variancia ANOVA (um critério) — teste Tukey (MELO-REIS et al. 2011; CARNEIRO et al.
2016b).

A frequéncia de EPC e ENC de cada um dos tratamentos foi comparada com o grupo
controle negativo (para avaliacdo da citotoxicidade) ou positivo (para avaliacdo da
anticitotoxicidade) pela analise de variancia ANOVA (um critério) — teste Tukey.

Para ambas as analises (frequéncia de EPCMN, e frequéncia de EPC e ENC), valores
de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes. O intervalo de confianca usado
nesta pesquisa foi de 95%.
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7.3 Procedimento experimental para avaliagdio “in vivo” da atividade
genotoxica/antigenotoxica atraves do teste do cometa em células sanguineas de camundongos

O teste do cometa seguiu a técnica descrita por Singh et al. (1998) com adaptacdes. Para
a realizacdo do ensaio cometa foram preparadas laminas previamente cobertas com agarose
normal melting point a 1,5%. Ap0s a eutanésia dos camundongos, foi coletado cerca de 1mL
de sangue dos camundongos através de puncao cardiaca utilizando-se uma seringa de 3mL
previamente heparinizada e transferiu-se o sangue coletado para um eppendorf de 2mL.
Posteriormente foi retirada da amostra de sangue uma aliquota de 15uL e misturou-se com
120pL agarose low melting point a 0,5%. Logo em seguida essa mistura foi depositada na
lamina previamente com agarose normal melting point e cobertas com laminula, colocadas
dentro de refrigeradores por 10 minutos. Posteriormente, as laminulas foram delicadamente
retiradas e as laminas foram mergulhadas em solucéo de lise no refrigerador a uma temperatura
de 4°C durante 24 horas.

Apos as 24 horas, as laminas foram colocadas ordenadamente na cuba horizontal de
eletroforese que estava envolvida em gelo, sendo acrescentado tampao de eletroforese em
condicdes alcalinas (pH 13) até cobrir as laminas. Aguardou-se 25 minutos para que ocorresse
a desnaturagdo do DNA. Logo em seguida a eletroforese foi realizada durante 25 minutos a
1V/cm a 300 mA. Apo6s o termino da eletroforese as laminas foram delicadamente retiradas e
procedeu-se a neutralizacdo das laminas por 3 vezes durante 5 minutos com solucao TRISa 0,4
M e pH 7,5. Apos secas, foi utilizado etanol para a fixacdo das laminas. Todas as etapas do
ensaio cometa foram realizadas ao abrigo da luz.

As laminas foram coradas com cerca de 10 a 15 pL de brometo de etidio a 2%,
depositando-o sobre o material e espalhando-o por meio de uma laminula, que foi colocada
sobre a lamina, para analise subsequente. A captura das imagens ocorreu por meio da video-
microscopia de epifluorescéncia Axioplan-Imaging® (Carl Zeiss, Alemanha) com ajuda de

uma objetiva de 10x empregando-se o software ZEN 2.3®.

7.3.1 Andlise citogenética
A analise das laminas foi feita em duplicata analisando-se 50 nucleoides por lamina (100
por animal e 500 por tratamento). Os danos genémicos foram calculados mediante o emprego
da ferramenta Open comet versdo 1.3, a qual é vinculada ao software Image J. Os parametros
analisados foram o comprimento da cauda, porcentagem de DNA na cauda, e momento da
cauda de olive (GYORI et al. 2014).
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7.3.2 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi feita utilizando o software BioEstat verséo
5.3. Para a andlise do padrdo de distribuicdo das amostras foram realizados os testes Shapiro-
Wilk observando-se o valor encontrado de p (p < 0,05 - amostras que ndo apresentam
distribuicdo normal; p > 0,05 - amostras que apresentam distribuicdo normal). Posteriormente
procedeu-se a Analise de Variancia dos parametros analisados por meio dos seguintes testes:
ANOVA (um critério); Analise de variancia: Kruskal-Wallis; e Analise de variancia: Kruskal-
Wallis — comparac6es pelo método de Dunn (SERPELONI et al. 2008)

Os testes empregados na analise de variancia foram definidos de acordo com o valor de
p encontrado na distribuicdo dos dados. Para dados que ndo apresentaram distribui¢cdo normal
foi aplicado Teste de Kruskal-Wallis. Ja para dados que apresentaram distribuicdo normal foi
aplicado ANOVA (um critério).

51



8 RESULTADOS

8.1 Angiogénese na membrana corioalantoide (MCA)

Neste estudo, analisou-se o possivel efeito do 6leo essencial de Lantana camara na
concentracdo de 4,25 mg/ml, utilizando como modelo experimental a membrana corioalantoide
do ovo embrionado de galinha (MCA). As redes vasculares das membranas foram analisadas
no 16° dia do experimento apos o tratamento com as substancias analisadas.

As redes vasculares das MCAs foram quantificadas usando o software AngioQuant.
Foram analisados trés parametros: comprimento dos vasos sanguineos, calibre dos vasos
sanguineos, e numero de juncdes. As médias e os desvios padrdes obtidos através da

quantificacdo sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo obtido na quantificacdo dos parametros comprimento,
tamanho e nimeros de juncdes dos vasos sanguineos dos grupos controles e grupo testado com
0 Oleo de Cambara.

Substéancias testadas Comprimento Calibre Namero de juncdes

Dexametasona 651,0 + 105,3 2477,3 + 559,6¢ 35+11
(Controle inibidor)

Agua para injecao 1507,5 + 115,8b 44745 + 463,3f 159+23
(Controle neutro)

Regederm 21502 +106,7° 67305+ 720,1¢ 33,7425
(Controle positivo)

Teste (6leo essencial de Lantana 2751.9 + 139,81 8816.8 + 706,0" 558+ 2.3

camara)
ANOVA (um critério) — teste Tukey.
Letras diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05).

Ao se analisar os parametros avaliados (comprimento, calibre e nimero de juncdes)
observa-se que houve diferenca significativa quando os grupos controle inibidor e controle
neutro foram comparados com o controle positivo (p < 0,05). Também foi observada diferenca
significativa (p < 0,05) quando o 0Oleo essencial na concentracdo estudada (4,25 mg/ml) foi
comparado com o controle positivo. Esta diferenca foi confirmada através da analise variancia
ANOVA (um critério) — teste Tukey, o qual apresentou valores de p < 0,05 a0 comparar 0s
parametros avaliados entre 0s grupos controle.

A figura 13 apresenta redes vasculares das membranas apds o tratamento com 0s

controles e a substancia teste (6leo essencial de Lantana camara) no 16° dia do experimento.
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FIGURA 13 — Redes vasculares das membranas apds o tratamento com os controles e a

substancia teste (6leo essencial de Lantana camara) no 16° dia do experimento.

Imagens representativas da rede vascular formada apds de tratamento com controle e testes (6leo essencial) no
16°dia. Imagens representativas da rede vascular das membranas corioalantoides (MCAs) antes e apds a
guantificacdo com o AngioQuant. A e Al: MCA tratada com dexametasona (controle inibidor); B e B1: MCA
tratada com &gua (controle neutro); C e C1: MCA tratada com Regederm® (controle positivo); D e D1: MCA
tratada com teste (6leo essencial de Lantana camara).

8.2 Ensaio do Micronucleo
8.2.1 Mutagenicidade e citotoxicidade avaliada pelo ensaio do micronucleo em
medula 6ssea hematopoiética de camundongos
A avaliacdo das atividades mutagénica/antimutagénica, e citotoxica foi realizada pelo
testes do microndcleo na medula 6ssea hematopoiética de camundongos.
Os resultados da frequéncia de EPCMN, média, desvio padréo e relacdo EPC/ENC para
a mutagenicidade e citotoxicidade sdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Frequéncia de MN/EPC e relacdo entre EPC/ENC ap06s 24 horas do tratamento com
0leo essencial da Lantana camara em diferentes doses e controles.

Eritrocitos policrométicos micronucleados

Doses do 6leo essencial de . EPCMN Relagéo
Lantana camara N:mre;]rgisde — ( - ) EPC/ENC
(mg/kg peso corporal) Dados Individuais MN/2000 EPC Média + DP
MN/2000 EPC Média = DP
300 5 2-4-2-4-2 2,8+1,102 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 +1,30P 0,64 + 0,06
Oleo desoja | 5 31-2-12 2,2 +0,84° 0,96 £ 0,12°
(controle negativo)
Doxorrubicina 5 20-17-18-25-14 18,8 + 4,09 0,50+ 0,10

(controle positivo)™

ANOVA (um critério) — teste Tukey.

Letras iguais ndo possuem diferenga 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).

Na tabela 2 observa-se que 0 6leo essencial da Lantana camara apresentou atividades
mutagénicas e citotoxicas. As doses de 600 mg/kg e 1200 mg/kg apresentaram diferencas
significantes (p < 0,05) na frequéncia de EPCMN quando comparadas ao grupo controle
negativo. Entretanto, a dose de 300 mg/kg ndo apresentou diferenca quando comparada ao
grupo controle negativo. Ja na avaliacdo da citotoxicidade através da relacdo EPC/ENC, as
doses de 600 mg/kg e 1200 mg/kg apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) quando
comparadas ao controle negativo. Porém, a dose de 300 mg. kg ndo apresentou diferencas

significativas (p > 0,05) quando comparada ao controle negativo.

8.2.2 Antimutagenicidade e anticitotoxicidade avaliada pelo ensaio do

micronlcleo em medula éssea hematopoiética de camundongos
Na avaliacdo da antimutagenicidade e anticitotoxicidade, observa-se que as diferentes
doses (300, 600 e 1200 mg/kg) do 6leo essencial da Lantana camara administradas
concomitantemente com doxorrubicina (2 mg/kg) ndo apresentaram atividades antimutagénica
e nem anticitotoxica. Nao foi detectado diferenca significativa quando comparadas ao controle
positivo. N&o havendo interferéncia do 6leo essencial na agdo mutagénica da doxorrubicina. Ja
na avaliacdo da anticitotoxicidade através da relagdo EPC/ENC, nenhuma das doses testadas e
tratadas simultaneamente com a doxorrubicina apresentou diferencas significativas (p > 0,05)
quando comparadas ao controle positivo, ndo havendo portanto, interferéncia do 6leo essencial

na acdo citotdxica da doxorrubicina.
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Os resultados da frequéncia de EPCMN, meédia, desvio padrdo e relagdo EPC/ENC para
a antimutagenicidade e anticitotoxicidade s&o apresentados nas tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia de EPCMN e relacdo entre EPC/ENC ap0ds 24 horas de tratamento
simultaneo de diferentes doses do 6leo essencial da Lantana camara com doxorrubicina.

Doses do dleo essencial de Eritrécitos policromaticos micronucleados
Lantana camara (mg/kg peso (EPCMN) Relacio

corporal) administradas Numero de EPC/I(E;NC

concomitantemente com animais Dados Individuais MN/2000 EPC Média + DP
Doxorrubicina MN/2000 EPC Média + DP
(mg/kg peso corporal)

300+2,0 5 20-11-16-10-18 15,0 + 4,362 0,51£0,11°
600 + Doxo 5 13-15-23-14-17 16,4 + 3,972 0,46 £ 0,08°
1200 + Doxo 5 9-17-15-11-13 13,0 + 3,162 0,57 £0,10°

Oleo de soja 5 31212 2,2+0,84 0,96 +0,12

(controle negativo)

Doxorrubicina 5 20-17-18-25-14 18,8 + 4,092 0,50 +0,10°

(controle positivo)™
ANOVA (um critério) — teste Tukey.
Letras iguais ndo possuem diferenca significativa (p > 0,05) quando comparados ao controle positivo
(doxorrubicina 2 mg/kg); *Controle negativo: éleo de soja; ** Controle positivo: doxorrubicina (2 mg/kg peso
corporal).

8.3 Ensaio do Cometa
8.3.1 Gentotoxicidade e antigenotoxicidade avaliada pelo ensaio cometa em
células sanguineas de camundongos
A porcentagem de DNA na cauda do cometa, 0 comprimento da cauda do cometa e o
momento da cauda de olive foram os pardmetros considerados na analise do potencial
genotoxico utilizando o ensaio cometa, conforme descrito na literatura (MENEZES, 2011).
A figura 14 apresenta a imagem de ndcleos de células sanguineas de camundongos

expostas as diferentes concentracfes do 6leo essencial de Lantana camara.

Figura 14 — Nucleos de celulas sanguineas de camundongos expostos as diferentes

concentragdes do 6leo essencial de Lantana camara.
Em [A] nlcleo sem danos gendmicos. Em [B] nucleo exibindo dano intenso. Em [C] diversos nucleos exibindo
danos gendmicos moderados.
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Na avaliagdo da genotoxicidade, para cada dose (300 mg/kg, 600 mg/kg e 1200mg/kg),
05 camundongos (Mus musculus) receberam aplicacOes intraperitoneais do 6leo essencial de
Lantana camara. Os resultados obtidos a partir das amostras de sangue extraidas dos animais
tratados apenas com o Gleo essencial de Lantana camara foram comparados com os resultados
oriundos de animais expostos ao 6leo de soja, densidade de 0,891 g/mL (controle negativo).

Na avaliacdo da antigenotoxicidade do dleo essencial de Lantana camara, 0s animais
receberam as mesmas doses descritas anteriormente concomitante com a aplicacao de 2 mg/kg
de doxorrubicina (agente indutor de danos genotdxicos). Os parametros obtidos em amostras
de sangue oriundas de animais que receberam os tratamentos com o6leo essencial e
doxorrubicina foram comparados com 0s mesmos parametros obtidos de animais que
receberam apenas a doxorrubicina.

Os resultados obtidos na avaliagéo da genotoxicidade estdo apresentados na tabela 4, e
indicam a porcentagem de DNA na cauda do cometa, o comprimento da cauda e 0 momento da

cauda de olive.

Tabela 4 — Médias e desvios padrbes dos parametros analisados pelo ensaio cometa para
avaliacdo da genotoxicidade em células sanguineas de camundongos.

. . Porcentagem de DNA na Momento da cauda de
Grupos analisados Comprimento da cauda .
cauda Olive
Controle Negativo 13,56 + 1,36 15,32+ 2,41 2,61+0,86
300 mg/kg 21,39+ 12,23 13,65+ 2,39 3,21+1,78
600 mg/kg 25,08 + 7,84" 14,16 + 2,98 414+173
1200 mg/kg 30,27 + 15,10% 15,07+ 4,21 521+ 3,10

Teste ANOVA (um critério); Analise de variancia: Kruskal-Wallis; e Analise de variancia: Kruskal-Wallis —
comparagdes pelo método de Dunn.
# Diferenca significativa (p < 0,05) quando comparados com o controle negativo (6leo de soja).

A figura 15 ilustra os resultados da genotoxicidade observada (apenas para o parametro
comprimento de cauda) em amostras de sangue obtidas a partir de animais expostos as
diferentes doses de 6leo essencial de Lantana camara, evidenciando diferencas significativas
guando comparados com os resultados observados no sangue dos camundongos expostos ao

6leo de soja (controle negativo).
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Figura 15 — Resultado do Ensaio Cometa para o parametro comprimento da cauda em células
sanguineas de Mus musculus expostas “in vivo” as diferentes doses do 0Oleo essencial de

Lantana camara evidenciando efeitos genotdxicos para as doses de 600 mg/kg e 1200 mg/kg.
* Diferenca significativa (p = 0,05) quando comparados com o controle negativo (6leo de soja).

Os resultados da avaliacdo de antigenotoxicidade do 6leo essencial de Lantana camara,

para 0s mesmos parametros avaliados, estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 — Médias e desvios padrbes dos parametros analisados pelo ensaio cometa para
avaliacdo da antigenotoxicidade em células sanguineas de camundongos.
Porcentagem de DNA na

Grupos analisados Comprimento da cauda cauda Momento da cauda de Olive
Controle Positivo 15,70 + 3,86 13,95 £ 2,69 2,63+0,88
300 mg/kg + Doxo 16,30 £ 5,7 13,61 £ 3,47 3,12 £ 1,66
600 mg/kg + Doxo 12,78 £ 4,32 12,70 £ 5,17 2,33+£1,83
1200 mg/kg + Doxo 18,54 + 2,35 15,49 + 4,26 3,36 £1,23

Teste ANOVA (um critério); Anélise de variancia: Kruskal-Wallis; e Anélise de variancia: Kruskal-Wallis —
comparacgOes pelo método de Dunn.
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9 DISCUSSAO
9.1 Angiogénese na membrana corioalantoide (MCA)

Ao fazer a pesquisa de artigos cientificos nas bibliotecas especializadas como,
PuBMed/MEDLINE, SciELO e outras, foram encontrados poucos estudos sobre o potencial
angiogénico da Lantana camara. Essa caréncia de estudos envolvendo preparacfes (extratos,
oOleos essenciais, tinturas e outras) da Lantana camara revela que a presente pesquisa ainda ndo
foi apresentada cientificamente.

Assim, os resultados da presente pesquisa sdo importantes, pois a comprovagdo da
atividade angiogénica do 6leo essencial da Lantana camara abre possibilidade para futuras
pesquisas, permitindo assim o desenvolvimento de novos produtos com finalidade terapéutica
para 0 homem. De fato, desenvolver um produto que favoreca a angiogénese, favorece também
a cicatrizacdo de feridas, e regeneracdo de drgdos e tecidos. O presente trabalho é inédito,
original e com grandes possibilidade de desenvolvimento produtos de inovagao.

Na analise dos resultados verificou-se que o Oleo essencial de Lantana camara
aumentou a formacdo de novos vasos sanguineos na MCA quando comparado aos grupos
controle inibidor, negativo e positivo. Também foi constatado aumento significativo (p < 0,05)
nos parametros analisados (tamanho, calibre e nimero de jungdes dos vasos sanguineos)
guando grupo testado com o6leo essencial de Lantana camara foi comparado aos grupos
controles.

A angiogénese é uma etapa importante no processo de cicatrizacdo de feridas, pois
através dos novos vasos sanguineos formados ocorre o transporte de nutrientes e oxigénio até
a lesdo, favorecendo assim o processo cicatricial. Dentre as inimeras propriedades terapéuticas
apresentadas pela Lantana camara pode-se destacar a atividade antissépticas, anticancerigenas,
é utilizada no tratamento de feridas, hanseniase (LONARE et al. 2012; LI et al. 2003).

Mekala et al. (2014) avaliaram a atividade cicatrizante do extrato etanolico das folhas
de Lantana camara em feridas de ratos diabéticos e em seus resultados verificou-se que essa
atividade depende da dose administrada. Ja Nayak et al. (2008) avaliaram a atividade
cicatrizante do extrato etandlico das folhas de Lantana camara em feridas de queimaduras de
ratos, porém em sua pesquisa ndo houve confirmacéo da atividade cicatrizante avaliada.

Apesar da divergéncia dos autores citados anteriormente, estudos demonstram que 0 uso
de extratos etandlico e extratos acetato de etila das folhas, e/ou tinturas do caule da Lantana
camara favorecem o processo de cicatrizacdo de feridas de ratos. Os resultados encontrados

na literatura corroboram com a atividade angiogénica constatada na presente pesquisa com 0
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6leo essencial da Lantana camara na MCA (SULTANA et al. 2016; KUMAR et al. 2015;
SHONU; AMIT, 2012; ABDULLA et al. 2009; NAYAK et al. 2009).

Sugere-se que a atividade angiogénica promovida pelo 6leo essencial da Lantana
camara na MCA possa estar relacionada a um possivel estimulo inflamatério exercido pelo
6leo essencial de Cambara. A ocorréncia de um estimulo inflamatério na MCA desencadeia a
migracdo de células inflamatdrias como citocinas, macréfagos e leucdcitos, entre outros. Estas
células inflamatorias por sua vez ativam fatores de crescimento angiogénicos como fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), angiopoietinas, fator de crescimento de fibroblastos
(FGF). Estes fatores de crescimento angiogénicos sao responsaveis por regular a formacéo de
novos vasos sanguineos desempenhando papel fundamental na cicatrizacdo de feridas (LI et al.
2003).

De acordo de com Vargas et al. (2007), a presenca de inflamacéo e neovascularizacéo
na MCA séo alguns dos efeitos adversos exercidos por substancias toxicas. Acredita-se ainda
que essa toxicidade se deva a compostos terpénicos presentes na composi¢do do 6leo essencial,
0s quais devido ao seu carater lipofilico atravessam facilmente as membranas, celulares
podendo assim danifica-las.

Conclui-se que nas condicBes experimentais da presente pesquisa, 0 6leo essencial da
Lantana camara apresentou atividades angiogénicas na membrana corioalantoide do ovo

embrionado de galinha.

9.2 Ensaio do Micronucleo

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial mutagénico e
antimutagénico, citotoxico e anticitotoxico do 6elo essencial da Lantana camara pelo ensaio
do micronucleo em medula 6ssea hematopoiética de camundongos. Os resultados demostraram
gue o 6leo essencial da Lantana camara tem atividade mutagénica e atividade citotdxica nas
doses de 600 mg/kg e 1200 mg/kg. Estes resultados estdo de acordo com os estudos de Satyal
et al. (2016) que encontrou atividade citotoxica em células normais de pulmdo humano.
Entretanto, diverge do Barre et al. (1997), que encontrou atividade antimutagénica no extrato
cloroférmico da Lantana camara. A divergéncia dos resultados pode ser explicada pela grande
diversidade de composicao quimica da espécie vegetal, diferencas na dose testada, organismo
e/ou linhagem celular utilizada, dosagem administrada, entre outros.

Produtos originados dos vegetais com a finalidade terapéutica tém despertado o

interesse de pesquisadores do mundo inteiro, principalmente quanto ao proposito de comprovar
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a eficacia farmacoldgica e uso seguro. Ao se desenvolverem, as plantas criaram seus proprios
mecanismos de defesa ao sintetizarem substancias quimica toxicas e mutagénicas contra
ataques de microrganismos, insetos e animais predadores (CASTRO et al. 2004).

De fato, muitas substancias de origem vegetal sdo utilizadas pela populacdo sem
qualquer comprovacdo da eficacia e das propriedades farmacoldgicas. Além disso, ha o
entendimento de que os produtos originados das plantas sdo naturais, portanto isento de reagoes
adversas. Essa percepcao é equivocada, podendo haver efeitos colaterais graves (intoxicagéo,
interacdo, danos celulares e moleculares) que podem colocar em risco a integridade fisica e
provocar danos a satde do usuario (CAMPOS et al. 2016).

Estudos cientificos mostraram que a Lantana camara possui diferentes atividades
farmacoldgicas, dentre estas podem ser citadas atividade antibidtica, antisseptica, antitérmica,
atua na prevencdo de tumores e no tratamento de neoplasias. A maioria desses efeitos € atribuida
aos terpenos, encontrados em diversas espécies do género Lantana. Entretanto, informac6es
sobre a mutagenicidade e citotoxicidade sdo limitadas, havendo poucos estudos sobre risco da
utilizacdo e seguranca, principalmente do 6leo essencial (FERREIRA A. 2014; SILVA D. 2008;
CAVALEIRO, 2007; BARRE et al. 1997).

O 6leo essencial de Lantana camara apresenta compostos terpénicos em sua
composicdo. Terpenos sdo substancias provenientes do metabolismo secundario das plantas nos
quais predominam 0s mono e sesquiterpenos. Os sesquiterpenos tém sido relatados como tendo
atividade mutagénica e citotdxica. De acordo com o fabricante, os principais compostos
presentes no 6leo avaliado nesta pesquisa sdo 0s monoterpenos (correspondendo a 43%) e
sesquiterpenos (correspondendo a 32%) (LASZLO, 2015; FERREIRA A. 2014; SANTOS P.
2014; SUNDUFU; SHOUSHAN, 2004; SILVEIRA, 2012; SHOUSHAN, 2004).

Os resultados do presente trabalho mostraram que 0Oleo essencial da Lantana camara
apresentou atividades mutagénica e citotdxica para as doses de 600 mg/kg e 1200 mg/kg no
periodo de 24 horas, por ter aumentado a frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados e diminuicdo da relagdo entre Eritrocitos policromaticos e eritrocitos
normocromaticos, respectivamente. O aumento da frequéncia de microndcleos em relacdo ao
controle negativo (6leo de soja) relaciona-se ao efeito toxico para o metabolismo celular e danos
ao DNA e, provavelmente inducdo mutagénica. Entretanto, para a dose de 300 mg/kg nédo
produziu qualquer toxicidade a medula 6ssea do camundongo, ou seja, ndo houve efeito

mutagénico e nem citotdxico (LUZ et al. 2012).

60



O dano ao DNA deve-se, provavelmente, a um efeito mutagénico do 6leo essencial da
Lantana camara quando em doses maiores (600 e 1200 mg/kg). Neste sentido, vale ressaltar
que alguns sesquiterpenos apresentam atividade por proteinas indutoras de espécies reativas de
oxigénio (ROS — espécies reativas de oxigénio) na célula. Ndo ha evidéncias de que o dano ao
DNA induzido por sesquiterpeno possa ser resultado da interagdo direta com a molécula do
DNA, mas sugere-se um mecanismo apoptotico, como € o caso de muitos agentes
antineoplasicos (BERRA et al. 2006; RAMOS et al. 2002; AHMED et al. 1999).

No presente trabalho, foi detectada a atividade mutagénica e citotoxica do 6leo essencial
da Lantana camara. Entretanto, ndo houve efeito protetor ao material genético e nem a célula
induzidos pela doxorrubicina. O ensaio da atividade antimutagénica nao revelou diminuicdo da
frequéncia dos micronucleos nos animais tratados com concentracdes de 300, 600 e 1200 mg/kg
do 6leo essencial e concomitantemente com doxorrubicina na concentracdo 2,0 mg/kg em

comparacao ao controle positivo. Também ndo houve diminuicdo do efeito citotoxico.

9.3 Ensaio do Cometa

O ensaio cometa tem sido amplamente usado para se avaliar danos genémicos induzidos
pela exposicdo as substancias potencialmente genotdxicas. Trata-se de um teste sensivel e
rapido, constituindo uma excelente ferramenta para os estudos de genética toxicoldgica,
medicina diagnostica e terapéutica, biomonitoramento da exposi¢do ambiental e também como
um dentre os diversos testes realizados nas inddstrias farmacéuticas para investigar novas
drogas. O ensaio cometa permite detectar se uma substancia causa quebras nas fitas simples
e/ou duplas de DNA, crosslinks, analisar o sistema de reparo em lesGes alcali-labeis (ARALDI
et al. 2015; JHA, 2008; SILVA J. 2007).

Diferentes parametros de analise do ensaio cometa podem ser utilizados para se avaliar
o dano no DNA. Neste estudo foram utilizados os parametros comprimento de cauda,
porcentagem de DNA na cauda e momento da cauda de olive. O comprimento da cauda é um
dos parametros que indicam que determinada substancia em analise induziu danos ao DNA,
visto que h& migracdo dos fragmentos do DNA lesionado, 0s quais se apresentam dispersos ao
longo da cauda formada, evidenciando assim, um aspecto de cometa a célula (SILVA J. 2007;
COURA, 2004).

Ao analisar os resultados verificou-se que o 6leo essencial de Lantana camara induz
danos genotoxicos, no entanto evidenciados somente no parametro comprimento de cauda

(conforme apresentado na tabela 4) para as concentragdes de 600 mg/kg e 1200 mg/kg. Para 0s
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parametros analisados (porcentagem de DNA na cauda e momento da cauda de olive), 0 ensaio
cometa ndo foi capaz de indicar os danos genotdxicos. Animais expostos a dose de 300 mg/kg
ndo exibiram danos genémicos em nenhum dos parametros estudados.

Dados da literatura indicam que a Lantana camara ativa as caspases, estas por sua vez
estimulam a apoptose com consequente morte celular. As caspases ativam uma diversidade de
enzimas apoptoticas, principalmente as endonucleases endogenas. Essas enzimas apoptoticas
medeiam a fragmentacdo do DNA em sitios internucleossémicos (HAN et al. 2015;
SRIVASTAVA et al. 2010; YOSHIDA et al. 2006;).

De acordo com Srivastava et al. (2010), o extrato da Lantana camara testado a 44,75
ug/mL induz a apoptose de células HeLa com subsequente acumulacao de fragmentos de DNA
de 180 a 200 pb (pares de base). A clivagem de ICAD (Inibidor da Desoxirribonuclease Ativada
por Caspase) em CAD (Desoxirribonuclease Ativada por Caspase) leva a fragmentacdo do
DNA considerada como evento tardio da apoptose.

Dessa forma, a genotoxicidade observada pelo ensaio cometa em células sanguineas de
camundongos tratados com 6leo essencial de Lantana camara pode estar associada a ativacédo
das caspases. Consequentemente, a ativacdo das caspases leva a fragmentacdo do DNA
expressando no aumento das médias do comprimento de cauda quando comparada ao controle
negativo.

Na avaliacdo da antigenotoxicidade, os resultados do ensaio do cometa néo
evidenciaram uma atividade antigenotdxica, visto que as médias dos parametros avaliados nas
células expostas as diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lantana camara nédo foram
estatisticamente diferentes dos resultados encontrados nas células dos animais ndo expostos.

Portmann et al. (2012) testou extratos aquosos (infusdo e decoc¢édo) de duas plantas da
familia Verbenaceae (Lippia turbinata e Aloysia citriodora) nas concentracGes de 0,05 e 0,5
mg/mL em cultura de linfécitos do sangue periférico humano.

Da mesma forma, como no presente estudo com Lantana camara, também pertencente
a familia Verbenaceae, Portmann et al. (2012) ndo observou diferengas significativas para 0s
parametros que indicam danos genotdxicos entre 0s grupos expostos e controle negativo.

No entanto, de acordo com Portmann et al. (2012), foi possivel identificar uma atividade
antigenotdxica exercida pelos extratos da Lippia turbinata e Aloysia citriodora, mas ressalta

gue sao necessarias pesquisas adicionais para comprovar essa atividade.
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10 CONCLUSOES
v O oleo essencial de Lantana camara causou a formagdo de novos vasos sanguineos,

apresentando assim atividades angiogénicas na MCA;

v Apresentou efeitos mutagénicos, citotoxicos e genotoxicos para as doses de 600 mg/kg
e 1200 mg/kg) tanto para o ensaio do micronicleo em medula dssea de camundongos

guanto no ensaio cometa em células sanguineas de camundongos.
v' Nao apresentou efeitos antimutagénicos, anticitotoxicos e antigenotoxicos para

nenhuma das doses testadas tanto no ensaio do micronicleo em medula 6ssea de

camundongos guanto no ensaio cometa em células sanguineas de camundongos.
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12 APENDICES
12.1 Solucbes e reagentes utilizadas na avaliacdo da atividade angiogénica na MCA

v" Cloreto de sédio 0,9%.
v" Formol 3,7%.

12.2 SolucbGes e reagentes utilizadas na avaliacdo das atividades mutagénica,
antimutagénica, citotdxica e anticitotoxica atraves do ensaio do microntcleo em medula 6ssea
de camundongos

v" Tiopental sodico 1,0 g.

v" Soro fetal bovino.

v Corante Panotico Rapido.
v" Oleo de imersio.

12.3 Solucbes e Reagentes utilizadas na avaliacdo das atividades genotdxica e
antigenotdxica atraves do ensaio cometa em células sanguineas de camundongos
v Obtencéo das amostras
1. Tiopental sodico 1,0 g.
2. Heparina sédica 5.000 Ul/mL.

v Preparo da solucdo de lise (estoque) 1000 mL
1. H20 deionizada.
2. NaCl (Cloreto de Sodio) 2,5 M.
3. EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético) 100mM.
4. TRIS 10 mM.
5. NaOH (Hidrdxido de sodio).
6. Lauril Sarcosinato de sodio.

v" Solugdo de lise (uso) 100 mL
1. TRITON X-100.
2. DMSO (Dimetilsulfoxido).
3. Solucgéo Estoque.

v' Tampdo de eletroforese

1. NaOH (Hidréxido de sédio) 300mM.
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2. EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 200 mM.

3. Agua deionizada.

v' Tampao de neutralizacdo
1. TRIS BASE (Tris Hidroximetil Aminometano).
2. Agua deionizada.

v Solucdo de coloracdo (estoque) 20%
1. Brometo de etidio.
2. Agua deionizada.

v" PBS (Tampao Fosfato Salino) 1000 mL
Agua deionizada.

NaCl 2,5 M.

EDTA 100 mM.

TRIS 10 mM.

NaOH.

o B~ WD e

v Agarose normal
1. Agarose normal.
2. PBS.

v" Agarose de baixo ponto de fusdo
1. Agarose de baixo ponto de fuséo.
2. PBS.
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13 ANEXOS

13.1 — Certificado de Aprovacio da CEUA (Comisséo de Etica no Uso de Animais) da
PUC - Goiés.

Comissio de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICADO

Cerlificamos que o Projelo intitulade “"AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANGIOGENICA/ANTIANGIOGENICA E
MUTAGENICA/ANTIMUTAGENICA DO EXTRATO DAS FOLHAS DE Lantana camara L. (Cambara) ", prolocolado sob o CEUA n®
9217091215, sob a responsabilidade de Aline Carneiro Gomes Figueira e equipe; Aline Cameiro Gomes Figueira; Paulo Roberto De
Melo Reis - que envolve a produgao, manutengdo efou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catolica de Goias
(CEUA/PUC GOIAS) em reunido de 19/02/2016.

We cerlify that the proposal "EVALUATION OF ANGIOGENIC/ANTIANGIOGENIC AND MUTAGENIC/ANTIMUTAGENIC
ACTIVITIES FROM LEAVES EXTRACT OF Lantana camara L. (Cambara)", utilizing 40 Heterogenics mice (40 males),
protocol number CEUA 9217091215, under the responsibility of Aline Carneiro Gomes Figueira and feam; Aline Cameiro
Gomes Figueira; Paulo Roberfo De Melo Reis - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes (or teaching) - it's in
accordance with Law 11.794, of October 8 2008, Decree 6899, of July 15, 2009, with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Pontifical
Catholic University of Goias (CEUA/PUC GOIAS) in the meeting of 02/19/2016.

Vigéncia da Proposta: de 03/2016 a 03/2017 Area: Mestrado Em Genética - Mgene

Procedéncia: Biotério Central
Espécie: Camundongos heterogénicos Género: Machos idade: 45a60dias N: 40

Linhagem:  Swiss Webster Peso:  30a40g

Resumo: A muitos anos o homem vem ufilizando as plantas medicinais para o tratamento de diversas enfermidades. Apesar das
plantas possuirem diversas propriedades medicinais, elas também possuem a capacidade de causar efeitos toxicos. A Lantana camara
L., popularmente conhecida como cambara, é uma planta gue possui diversos usos medicinais. Uma das diversas atividades que ela
possui € a alividade cicatrizante. Entretanto, ela também pode ocasionar efeitos maléficos, nos fetos por exemplo ela causa
anormalidades esqueléticas, sendo considerada embritoxica. Além disso, ela também pode ocasionar outros efeitos tdxicos, como por
exemplo hepatotoxicidade e causar lesdes de fotossensibilizagdo em alguns animais. Diante do exposto acima, o presente trabalho
realizara testes para avaliar a atividade angiogénica e o potencial de mutagénico ou antimutagénico (ensaios de micronticleo e cometa)
do extrato das folhas de Lantana camara L. (Cambara) em diferentes concentragbes. Os estudos da atividade angiogénica contribuem
para a ufilizagdo terapéutica de cicatrizagao de feridas. Ja a atividade antiangiogénica sera importante no desenvolvimento da
terapéutica antitumoral. A avaliagdo da toxicidade das plantas contribui tanto para a sua utilizagio segura quanto para a elaboracgéo de
novas formas de tratamento. Os testes micronicleo e ensaio cometa tem a vantagem de serem tecnicamente rapidos e de baixo custo
financeiro, sendo que os resultados obtidos sdo amplamente aceitos na comunidade cientifica.

Goiania, 19 de fevereiro de 2016

Yf\OJLgQJ \Q.wé«ma) rf\aquo-{éﬁh

Profa. Dra. Marta Regina Magalhaes
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Pontificia Universidade Catodlica de Goias

Avenida Universitaria Nr 1.069, Setor Universitario, Goiania/Goias, CEP 74605-010 - tel: 55 (62) 3946-1070 / fax: 55 (62) 3846-1070

Horario de atendimento: 22 a 6% das 8h as 12h e das 13h as 17h : e-mail: ceua.go@pucgoias.edu.br
CEUA N®9217091215
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13.2 - Parecer Consubstanciado da Comissdo de Etica no Uso de Animais PUC — Goias.

1" PUC Comisséo de Etica no
0223 GOIAS Uso de Animais

Goidnia, 03 de junho de 2016
CEUA N 9217091215

lima(a). Sr{a).

Responsédvel: Aline Carneiro Gomes Figueira
Area: Genética

Paulo Roberto De Melo Reis (orientador)

Titulo do projeto: "AVALIACAQ DAS ATIVIDADES ANGIOGENICAJANTIANGIOGENICA E MUTAGENICA/ANTIMUTAGENICA DO EXTRATO
DAS FOLHAS DE Lantana camara L. (Cambara) ".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais PUC GOIAS
A Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catélica de Goids, no cumprimento das suas atribui¢des, analisou
& APROVOU a Emenda (versio de 16/mainf2016) do protocels de estudo acima referenciada.
Resumo apresentado pelo pesquisador: "Devido a caréncia de condigdes laboratoriais adequadas, ndo serd possivel preparar o
extrato das folhas de Lantana camara (Cambara). Portanto, para executar o projeto serd necessario a utilizagdo de outra substéncia

para o teste, no caso empregara o 6leo essencial da Lantana camara (Cambara).".

Comentério da CEUA: "Aprovado, apds avaliacio da emenda.”.

mmﬂm nt-ﬂﬁ»lnw ﬂnﬁ"m‘-aﬁb

Profa. Dra. Marta Regina Magalhaes Profa. Dra. Graziela Torres Blanch
Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais
Pontificia Universidade Catélica de Goids Pontificia Universidade Catélica de Goids

Avenlda Universitaria, 1.0E3 - Setor Unlversitérie, Goldnia/Gaolas, CEP 74605-010 - tel: 55 (62) 3946-1070 f fax: 55 (62) 3946-1070
Horérlo de atendimenta: 2 a 69 das Bh &= 12h & das 13h 4s 17h : e-mail: ceua.go@pucgodas.edu br
CEUA N 9217091215
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