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RESUMO

Atualmente, o uso de extratos naturais como farmacos tem tomado grandes
propor¢des, pois concilia seu baixo custo, com sua grande eficiéncia. A erva-cidreira
Lippia alba, conhecida também como cidreira-de-arbusto, € uma das plantas que
mais se destaca, devido seu grande potencial terapéutico, podendo ser utilizada
desde o tratamento de um resfriado, até mesmo como sedativo. Alguns estudos
comprovam a eficicia de substancias presentes no 6leo essencial extraido da Lippia
alba. Também observam-se efeitos ansioliticos, citostaticos, anticonvulsivantes e
antiulcerogénicos atribuidos a esta planta. Neste estudo, foram realizadas as
andlises de viabilidade celular pelo Método de Exclusdo de Azul de Trypan, de
mutagenicidade e antimutagenicidade dos extratos etandlico (EE - 100 pg/mL) e
metandlico (EM - 100 pg/mL) de Lippia alba, respectivamente, associados ou ndo ao
agente indutor de dano metilmetanosulfonato (MMS - 1 pg/mL) por meio de ensaios
de micronUcleo em células binucleadas em culturas de linfécitos humanos. Para isto,
foram coletadas amostras de sangue periférico de 2 individuos adultos, saudaveis,
do sexo masculino. A viabilidade celular foi > 99% em ambos tratamentos, indicando
que os extratos de Lippia alba n&o interferem na viabilidade. J4 as andlises de
micronucleos indicam que o0s extratos ndo sdo mutagénicos, pois 0 numero de
células com microndcleos nédo se diferenciou estatisticamente do controle negativo
(dimetilsulféxido - DMSO - 30pL). Os resultados para antimutagenicidade também
ndo foram significativos. Desta forma, sugere-se que o0s extratos etandlico e
metandlico de Lippia alba ndo induzem dano ao material genético, e também né&o
protegem o material genético perante danos induzidos por MMS.

Palavras-chaves: Erva-cidreira. Lippia alba. Teste do micronucleo. Toxicidade.

Mutacéo.



ABSTRACT

Currently, the use of natural extracts as drugs is taking major because reconciles its
low cost, with its great efficiency. Lemon balm Lippia alba, also known as lemon-de-
bush, is a plant that stands out because of its great therapeutic potential and can be
used from treating a cold, even as a sedative. Some studies support the efficacy of
ingredients of the essential oil extracted from Lippia alba. Also are observed
anxiolytic effects, cytostatics, anticonvulsants and antiulcerogenics assigned to this
plant. In this study, cell viability analysis was performed by Trypan Blue Exclusion
Method, mutagenic and antimutagenic effects of ethanol (EE - 100 mg / mL) and
methanol (MS - 100 mg / mL) extracts of Lippia alba, respectively, associated or not
the damage-inducing agent metilmetanosulfonato (MMS - 1 / ml) by micronucleous
assays in binucleated cells (human lymphocyte cultures). For this, blood samples of 2
adults males, healthy individuals were collected. Cell viability was> 99% in both
treatments, indicating that Lippia alba extracts did not affect viability. As for the
analysis of micronuclei indicates that the extracts are not mutagenic, since the
number of cells with micronuclei did not differ statistically from the negative control
(dimethyl sulfoxide - DMSO - 30uL). The results for antimutagenicity were not
significant. Thus, it is suggested that the ethanol and methanol extracts of Lippia alba
do not induce damage to the genetic material, nor protect the genetic material
against damage induced by MMS.

Keywords: Lemongrass. Lippia alba. Micronucleous Test. Toxicity. Mutation.
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1 INTRODUCAO

1.1 MEDICINA POPULAR E FITOTERAPIA

No Brasil, as plantas possuem grande importancia na medicina popular,
desde muito antes da colonizac&o do pais, onde os indios ja utilizavam estas ervas
para fins alimentares e medicinais, preservados até hoje por grupos indigenas
habitantes da Amazonia. (MILLIKEN, 1997; MILLIKEN; ALBERT, 1997). Esta regiao
possui ampla diversidade de espécies, sendo considerada como a maior reserva de
produtos naturais com acdo medicinal do mundo. (YUNES; CALIXTO, 2001; DI
STASI, 2002).

Em 1940, Mahatma Gandhi preconizou a elabora¢cdo de um manual sobre o
emprego de plantas medicinais em substituicdo as drogas que os laboratorios
produziam. Desde entdo, a busca e pesquisa pelas propriedades medicinais das
plantas cresceu exponencialmente. (GRAIG; BARBARA,1984). A utilizagcdo das
plantas medicinais pela populagdo sempre foi vista como uma préatica aliada ao
tratamento de patologias, buscando uma forma de substituicdo dos medicamentos
sintéticos pelos naturais, devido a relacdo custo/beneficio. No entanto, o uso
continuo de alguns antibidticos sintéticos no tratamento de doencas, acarretou o
aumento da resisténcia microbiana no organismo, entretanto, as plantas medicinais
possuem propriedades antimicrobianas fazendo com que haja a reducéo dos efeitos
colaterais agressivos causados pelas drogas sintéticas. (MATOS,1998).

O baixo custo, facil acesso e a historia cultural das plantas torna seu
emprego medicinal recomendavel, de maneira especial no atendimento as
comunidades onde a assisténcia a saude tem se mostrado escassa. Neste sentido,
as plantas medicinais aparecem como fonte inexplorada de compostos com
propriedades terapéuticas, despertando novos interesses de pesquisa cientifica, e
assumindo crescente importancia como recurso terapéutico Util nos programas de
satde primaria. (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). A natureza € o maior laboratério
de substancias medicinais, e sem ela a medicina convencional ndo existiria na
verdade. (GRAIG; BARBARA,1984)

Além das plantas medicinais, surgem também os fitoterapicos, uma segunda
alternativa a terapia medicamentosa, que podem ser definidas como: Todo o

medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se, exclusivamente,
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matérias-primas ativas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de
diagnostico, com beneficio para o usuério. (BRASIL, PORTARIA n.6, DE 31 DE
JANEIRO DE 1995; VIGILANCIA SANITARIA 2000).

Considerado um tratamento seguro, os riscos e eficacias de qualquer
medicamento fitoterapico é testado e analisado através das pesquisas
etnofarmacoldgicas incorporadas a analises cientificas e trabalhos clinicos. Apenas
depois do conhecimento completo de todas as interacdes possiveis que esse
medicamento esta sujeito a sofrer, sendo possivel atestar seu uso de forma segura,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite sua comercializagdo.
(ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005).

A medicina popular utiliza-se das diversas partes das plantas, como raizes,
cascas, folhas, frutos e sementes, de acordo com o vegetal em estudo. Essas
estruturas, na maioria das vezes, ndo podem ser utilizadas da mesma forma
(infuséo, extrato, capsula), pois perdem sua eficacia. (SCHULZ; HANSEL; TYLER,
2002). Ha também diferentes formas de preparacdo destas plantas, sendo o cha a
mais utilizada, preparado por meio da decocgao ou infusdo. No primeiro processo, a
planta a ser utilizada é fervida junto & agua; ja no segundo, a 4gua é fervida sozinha
e depois colocada sobre a planta, quando s&o liberados os seus principios
terapéuticos. (LAINETTI; 1998)

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ja reconhece, na atualidade, a
importancia da fitoterapia, sugerindo ser uma alternativa viavel e importante também
as populacdes dos paises em desenvolvimento, jA que seu custo é baixo. No Brasil,
o0 estimulo ao uso da fitoterapia teve inicio no langamento do “Programa Nacional de
Plantas Medicinal e Fitoterdpico” em 2008, criado com o intuito de incorporar aos
servigos publicos de saude e garantir & populagéo o acesso as plantas medicinais e
fitoterapicos seguros e eficazes, ampliando as opcdes terapéuticas e fortalecendo o

complexo produtivo e o uso sustentavel da biodiversidade. (Portal da Saude, 2014).

1.2 ERVA-CIDREIRA

Conhecida popularmente como cidreira ou melissa, a erva-cidreira pode ser
utilizada das mais variadas formas, como chas, macerada em compressa, banhos,
entre outros. Apresenta aroma caracteristico semelhante ao odor de limdo, devido

as substancias contidas em seu 6leo vegetal, quando exposta a fatores externos
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como: periodo de floracdo, idade da planta, condicbes ambientais, geogréaficas e
climaticas podem sofrer variagBes qualitativas e quantitativas na composi¢éo do 6leo
essencial da planta, (AGUIAR et al., 2008) podendo ser alterado de acordo com o
local selecionado para destilacao do 6leo. (LOPEZ; STASHENKO; FUENTES, 2011;
REIS et al., 2009).

Possui  propriedade antiespasmddica, antipirética, anti-inflamatoria,
diaforética, analgésica e sedativa. (JULIO et al., 2003; BARBOSA-FILHO et al.,
2006). Em outros paises, na medicina popular, sdo utilizadas as estruturas da erva-
cidreira, como folhas e flores, para extracdo de seus principios ativos e cozimento
sendo usadas para o tratamento de resfriados, bronquites, tosses, asmas, febre,
diarreia, problemas hepaticos e sifilis. (BARBOSA et al., 2006; MANICA-CATTANI et
al., 2009). A planta é empregada também para controle de patégenos, na industria
de cosméticos, e como aditivo em comidas. (ADINEE; PIRI; KARAMI, 2008; LOPEZ;
STASHENKO; FUENTES, 2011).

De acordo com a lista publicada pela central de medicamentos, trata-se de
uma das espécies medicinais mais utilizadas pela populacéo brasileira. (SANTOS;
INNECCO, 2004). Dentre as espécies de erva-cidreira utilizadas na medicina

popular, destacaremos neste trabalho a espécie Lippia alba.

1.2.1 Lippia alba

Originaria da América do Sul, planta brasileira pertencente a familia
Verbenaceae e popularmente denominada de alecrim falsa ou melissa. Pode atingir
2 metros de altura, mas, em geral, ndo ultrapassa 1 metro. Apresenta ramos finos,
esbranquicados, arqueados e quebradigcos, portando folhas opostas, elipticas de
largura variavel, com bordos serrados e &pice agudo. As flores estdo reunidas em
inflorescéncia capituliformes de eixo curto, que apresentam dois diferentes
tamanhos. (LORENZI; MATOS, 2008). (FIGURA 1)
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Figura 1 - Lippia Alba.
. o

- =

Fonte: Zulmiro A. Fonseca (2003).

A prética mais comum de seu consumo se da sob a forma de infusdo de suas
folhas (chas), maceradas, em compressas, banhos ou extratos alcodlicos, por conta
de suas propriedades farmacoldgicas, dos constituintes ativos, dentre eles, o 6leo
essencial. (LORENZI; 2008) Apresentando funcdo analgésica, antiespasmddica,
calmante, relaxante muscular, entre outras. (DINIZ; RIBEIRO, 2008)

Os principios ativos das plantas medicinais sao as substancias que a mesma
sintetiza e armazena durante seu crescimento (ATTI-SERAFINI et al.; 2002).
Distribuem-se de maneira disforme no vegetal, concentrando-se preferencialmente
nas suas folhas, flores e raizes, sendo que essa concentragdo varia de acordo com
o ciclo de vida, habitat, colheita e preparacéao da planta. (TESKE; TRENTINI, 2001).

Em 1991 Céceres e colaboradores citaram, pela primeira vez, a atividade
antimicrobiana dos extratos etandlicos das folhas de Lippia alba frente
a Staphylococcus aureus. Dez anos mais tarde, a acdo antimicrobiana de solucfes
hidrolcodlicas a 80% da mesma espécie foi verificada frente a este microrganismo.
(SOARES, 2001; FILHO, SENA et al. 2006). Também foi confirmado por Pessini et
al. a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos da raiz de L. alba frente a S.
aureus, extratos brutos, Oleos essenciais e mel do néctar das flores mostraram
atividade antibidtica para diferentes microrganismos (SANTOS, 1996; ALEA et al.,
1997; OLIVEIRA, 2000; RAO et al., 2000; HOLETZ et al., 2002; PESSINI et al.,
2003; BARBOSA, 2003). Mais recentemente, Duarte et al. (2005), referiram a
atividade antimicrobiana dos 0Oleos essenciais das folhas de L. alba sobre Candida

albicans.
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1.3 MUTACOES E MICRONUCLEOS

Qualquer alteragdo no DNA, podendo ser transmitida aos descendentes em
modificacdes atingidas em células germinativas, gerando individuos com uma ou
mais caracteristicas genéticas diferentes, ou atingindo células sométicas, e desta
forma ndo sendo transmitida & progénie, é definida como um processo de mutagéo.
(BURNS; BOTTINO,1991)

As muta¢Bes podem ser observadas através da formacdo de micronucleos,
gue sao pequenos corpos contendo DNA, localizados no citoplasma, que se
manifestam em células por divisdo, como resultado de quebras cromossémicas,
pode ser encontrada como: fragmentos acéntricos, pontes nucleoplasmatica e o
broto nuclear (MILLER, 1973; FENECH, 2011). Um cromossomo inteiro ou um
fragmento cromossdmico acéntrico ndo se integra ao novo nucleo, podendo assim
constituir um pequeno nucleo individual, chamado de microndcleo (COSTA et al,
2000; FENECH, 1997). Para ser considerado como um microndcleo, sua massa
nuclear deve possuir o diametro entre 1/16 até, no maximo1/3 dos nucleos principais
(ou entre 1/256 a 1/9 da area de um dos nucleos principais). (FENECH, 2000).
(FIGURA 2).

Figura 2 — Teste do Micronucleo.

Chromosome loss
@ —> = —> Chromosome break
% IE:) —> @ Normal mitosis %
o

Fonte: Modificado de Andreassi et al. (2007, p.2196).

O ensaio do micronucleo € um dos testes mais utilizados para detec¢cédo de
agentes clastogénicos (agentes que quebram cromossomos), e de agentes
aneugénicos (agentes que induzem aneuploidia ou segregagdo cromossomica
anormal). (MACGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al.,1994). Sua sensibilidade e

precisdo, juntamente com a deteccdo de perda cromossOmica, caracterizam as
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principais vantagens do teste de micronucleos dentro da genética toxicoldgica.
(SALVADORI; RIBEIRO; FENECH; 2003). Essas alterac6es ou mutagfes genéticas
podem ocorrer em varios niveis, por exemplo: em um Unico nucleotideo, em um
pequeno segmento de DNA, em genes inteiros, na estrutura dos cromossomos ou
no cromossomo todo. (BALMAIN; GRAY; PONDER, 2003).

1.4 GENETICAS TOXICOLOGICA

A toxicidade de uma substéncia pode ser considerada como a sua
capacidade de ser prejudicial, causando danos ao organismo. J4 o conceito sobre o
que é toxico estd relacionado com a detecgdo, exposicdo, composi¢cdo quimica e
acdo biologica de substancias potencialmente nocivas. (BARROS; DAVINO, 2008).
A genética toxicologica detecta e entende a acdo das genotoxinas no organismo,
sendo estas substéncias que agem especificamente nos &cidos nucléicos e dna.
(VOGEL, 1989).

A maioria das plantas medicinais utilizadas por automedicag&o nédo tém o seu
perfil téxico bem conhecido (CAPASSO et al., 2000; VIEGA-JUNIOR, 2008). Desse
modo, a grande preocupag¢do com o0 uso desses medicamentos advém do fato de
gue seu uso indiscriminado, associado diretamente ao conceito de inocuidade, pode
ser potencialmente toxico ao organismo. (FONSECA; PEREIRA, 2004).

2. JUSTIFICATIVA

Wong e colaboradores (2013) realizaram um estudo no centro de assisténcia
toxicologica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (HC-FMUSP), verificando que a presenca de alcaldides e proteinas
toxicas de algumas espécies medicinais foram as principais causas de intoxicacdes
decorrentes da manipulagéo e utilizagdo incorretas dessas plantas, sem orientagéo
médica. Nesse contexto, € importante compreender o potencial mutagénico da
Lippia alba, como uma via para determinar o risco de prejuizo genético nas pessoas
gue a consomem desordenadamente, de forma que a populagéo possa fazer uso da

planta sem comprometer a sua salde.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as atividades mutagénica e antimutagénica de extratos alcoolicos

de Lippia alba, in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a indugdo de microndcleos em células binucleadas, dos
tratamentos com extratos etandlico e metandlico de Lippia alba, em cultura de
linfécitos humanos;

b) Analisar o efeito antimutagénico dos tratamentos com extratos etandlico e
metandlico de Lippia alba, perante a indugéo de danos por metilmetanosulfonato, em

cultura de linfécitos humanos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho é um subprojeto do projeto “Anti/Clastogenicidade da
espécie de erva-cidreira: Lippia Alba”, que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Institucional (CEP/USC No. 382.227). Foram coletadas amostras de
sangue de individuos adultos e saudaveis, do sexo masculino, que aceitaram
participar do projeto, apds esclarecimento e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), elaborado de acordo com a Resolucdo 466/12, onde
serdo resguardados os dados sobre sigilo e a apresentacdo de resultados sera

apenas em meios de divulgacéo cientifica e codificados.

4.2 MATERIAL BOTANICO

Os extratos metandlico e etandlico de Lippia alba foram obtidos de acordo
com Zelnick et. al. (1977), pela bidloga Thais Bernardes de Queiroz, no Laboratério
de Controle Fisico-quimico de Medicamentos (USC), sob supervisdo do Prof. Me.

Fernando Tozze Alves Neves.

4.3 CULTURA CELULAR

A cultura de linfdcitos foi obtida a partir de sangue total de 2 voluntérios
adultos e saudaveis, do sexo masculino, na faixa etaria de 20 a 35 anos, sem
histérico de doencas recentes, ndo-fumantes, sem exposicao recente a radiacdes ou
medicamentos, cujos experimentos foram realizados entre 2013 e 2014. Foram
coletados 3mL de sangue periférico em seringa descartavel heparinizada. Apds a
coleta, a seringa foi deixada em posicéo vertical, evitando o calor e agitagdo, a fim
de prevenir hemdlise. Em um frasco de cultura contendo 5 mL de meio RPMI 1640
com Hepes (Cultilab, Brasil), 20% de soro fetal bovino (Inativado, estéril, isento de
mycoplasma — Cultilab, Brasil), 2% de fitohemaglutinina A (Gibco, USA, Cat.# 10576-
015), e 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco, USA, Cat.# 15140-148), foram

adicionados aproximadamente 0,5 mL de sangue e incubado a 37°C em estufa (502
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FANEM - S&o Paulo — Brasil), por 6 horas. Apds esse periodo, os tratamentos de
mutagenicidade e antimutagenicidade foram realizados. Ao término do experimento,

foi reservado 10pl da suspenséao celular para a analise da viabilidade celular.
4.4 AGENTE INDUTOR DE DANOS AO DNA

Para a indugéo de danos ao DNA foi utilizado o agente alquilante, de a¢éo
direta Metilmetanosulfonato — MMS (CAS: 66-27-3, SIGMA- ALDRICH, USA)
(FIGURA 2), que atua diretamente no material genético, causando aductos de DNA,
pela adicdo de grupos metil, preferencialmente em 7-guanina, mas também em 3-
adenina e 3-guanina, sem necessidade de metabolizag&o prévia. (SIGMA-ALDRICH,
2013). A solugéo estoque foi preparada em solugdo tampéo fosfato (PBS), livre de
Ca2+e Mg2+, pH 7,4, estéril. A concentracao final em cultura, estabelecida em

testes pilotos, foi 1ug/mL.

Figura 2 — Estrutura Molecular de Metilmetanosulfonato.
Formula Linear CH3SO3CHS.

O 0O

\\ 7/

H3C/S\OCH3

Fonte: Sigma-Aldrich (2013).

4.5 TRATAMENTOS
Os tratamentos foram realizados simultaneamente por 72h.
a. Controle Negativo (30 pL de DMSO);
b. Controle Positivo - Agente Indutor de Dano (1 pg/mL de MMS);
c. Extrato etandlico de Lippia alba (100 pg/mL);
d. Extrato metandlico de Lippia alba (100 pg/mL);
e. Extrato etandlico de Lippia alba (100 pg/mL) + MMS (1 pg/mL);
f. Extrato metandlico de Lippia alba (100 pg/mL) + MMS (1 pg/mL);
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4.6 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusdo por Azul de
Trypan (Gibco, USA, Cat.# 15250-061), um corante que penetra no interior das
células que perderam a integridade da membrana plasmética. (MASCOTTI;
MCCULLOUGHI; BURGER, 2000). Dez microlitros da suspensdo celular foram
coletados e adicionamos a 90 puL de meio RPMI 1640 com Hepes. Posteriormente,
foram coletados 10 yL desta suspenséo celular, juntamente com 10 yL do corante
Azul de Trypan, que foram dispensados em Camara Neubauer (Labor Optik). A
contagem das células coradas e ndo coradas em azul foi realizada e o calculo
baseado no percentual da divisdo do numero de células ndo-coradas (vivas) pelo
ndmero total de células contadas (coradas e ndo-coradas) (CURY, 2005). Sendo
que o critério para considerar valido o experimento € uma viabilidade maior que
50%.

4.7 TESTE DO MICRONUCLEO EM CELULAS BINUCLEADAS

Apos 44 horas de incubacao, adicionou-se 100 pL de Citocalasina-B (6ug de
CtB/mL da cultura — REF. C6762, SIGMA-ALDRICH, BRASIL) em cada frasco de
cultura, e foi conservado em estufa por mais 28 horas. Os procedimentos para a
colheita e a fixagdo foram baseados em Salvadori, Ribeiro e Natarajan (1993). A
andlise foi realizada em microscopio de luz, contabilizando a quantidade células
binucleadas em cada tratamento / voluntario, analisando a presenga ou auséncia de
micronucleo. Os critérios utilizados para a andlise dos micronicleos em células
binucleadas foram estabelecidos por Fenech (2000) e Bicker; Carvalho; Alves-
Gomes (2006).

4.8 INDICE MITOTICO

Para andlise do indice mitotico (IM), foram contadas 1000 células em
microscopio de luz com aumento de 400x, diferenciando células mononucleadas de
binucleadas. O IM seré obtido através da equacao IM=b/T x 100.

Sendo que:
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b = niimero de células binucleadas
T = nimero total de células (mononucleadas + binucleadas)

4.9 ANALISE ESTATISTICA
Foi realizada a andlise estatistica descritiva dos dados e as comparagdes

entre os grupos serdo feitas por t-Student, seguindo critérios de normalidade.

5 RESULTADOS

A partir dos resultados obtidos pelo Método de Exclusédo de Azul de Trypan,

pode-se verificar que todos os tratamentos foram viaveis (> 99%). (Tabela 1).

Tabela 1- Avaliacdo de viabilidade celular dos extratos metandlicos e etandlicos de
Lippia alba L em linfécitos humanos, pelo Método de Exclusdo de Azul de Trypan.

Viabilidade Celular

Tratamentos

Média +tDP
Controle Negativo (DMSO) 100,00 + 0,004 "
Controle Positivo (MMS) 99,99 + 0,010 "™
Clastogenicidade
EE L. alba 99,99 + 0,006 "
EM L. alba 99,99 + 0,008 "
Anticlastogenicidade
EE L. alba 99,99 + 0,003 "
EM L. alba 100,00 + 0,000 "™

DMSO: dimetilsuféxido (30pL); MMS: Metilmetanosulfonato (1 pg/mL); EM: extrato metandlico (100
ug/ mL); EE: extrato etandlico (100 pg/ mL); "™ n&o significativo Teste t- Student (p > 0,05) ; DP desvio
padréo.

O indice mitdtico teve amplitude de 13,5+3,0 no controle positivo a 40,8+ 10,6

no tratamento com EM, indicando que os tratamentos com 0s extratos podem ter
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induzido a divisdo celular, entretanto esses dados ndo foram estatisticamente
significativos (Tabela 2).

A andlise dos dados de micronucleo em células binucleadas, indica que os
extratos alcodlicos de Lippia alba, ndo apresentam atividade mutagénica em
linfécitos humanos e também ndo sdo antimutagénicos, ou seja, o uso diario de
Lippia alba ndo danifica o material genético da célula, porém também néo o protege,
quando associados ao MMS. Apesar da diferengca nos valores, esses dados néo
foram estatisticamente significativos, provavelmente devido as diferengas no nimero

de células binucladas contabilizadas.

Tabela 2 - Avaliacdo de atividade mutagénica e antimutagénica de extratos metandlicos e etandlicos
de Lippia alba pelo teste de micronicleo em linfécitos humanos binucleados

indice Células Células Binucleadas com
Tratamentos Mitotico (%) Binucleadas Micronucleo

Média + DP Total Total Média + DP
Controle Negativo ns 14 70+x50™
(DMSO) 14,0+1,2 2095
Controle Positivo (MMS)  13,5+3,0™ 2778 27 13,5+50"
Clastogenicidade
EE L. alba 244 +26" 1802 750 375,0+27,5™
EM L. alba 40,8 +10,6"™ 2595 647 323,5+146,5™
Anticlastogenicidade
EE L. alba + MMS 40,2+116"™ 2337 1089 5440+ 3275"™
EM L. alba + MMS 316+56"™ 4181 1646 823,0+213,0"™

DMSO dimetilsuféxido; MMS metilmetanosulfonato; EE= extrato etandlico; EM= extrato metandlico; Simbolo
de média +; DP desvio padrdo; ns= n&o significativo; " Teste t-Student pareado, unicaudal, ndo apresentam
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). Fonte: elaborado pelas autoras.
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6 DISCUSSAO

Aguiar e colaboradores (2008), verificou a atividade antimicrobiana de Lippia
alba in vitro, pelo método de difusdo em disco de papel (BAUER et., 1966). Os
extratos acetbnico, etanolico, metandlico e aquoso de raiz, caule e folhas foram
testados frente aos microrganismos: Staphylococcus aureus UFPEDA 01; Bacillus
subtilis UFPEDA 16; Enterococcus faecalis UFPEDA 138; Micrococcus luteus
UFPEDA 06; Escherichia coli UFPEDA 224; Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39;
Serratia marcescens UFPEDA 398; Mycobacterium smegmatis UFPEDA 71; Monilia
sitophila UFPEDA 2083 e Candida albicans UFPEDA 1007. Os extratos etandlicos e
metandlicos das folhas de L. alba apresentaram atividade frente a S. aureus, M.
luteus, B. subtilis, M. smegmatis e M. sitophila. J& os extratos acetdnico e etandlico
das raizes de L. alba foram ativos frente a S. aureus, M. luteus, B. subtilis, M.
smegmatis, C. albicans e M. sitophila; extratos acetonico frente a C. albicans e
extratos etandlico frente a M. sitophila. Entretanto, nenhum extrato mostrou atividade
frente a E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa e S. marcescens. Esses efeitos
antimicrobianos devem-se a capacidade dos extratos inibirem o desenvolvimento
das bactérias. Sugere-se que danos ndo forma observados em linfécitos humanos,
como em bactérias, visto que sdo células eucariontes, as quais apresentam maior
protecdo ao material genético, o que ndo é observado em células procariontes.

Costa e colaboradores (2004), estudaram as atividades citotoxicas de extratos
brutos de raiz, caule e folhas de Lippia alba, em duas linhagens celulares; NCI-H292
(células mucoepiderméides de carcinoma de pulmdo humano) e HEp-2 (Human
Epidermoide Cancer Cells, tumor primario de laringe humana), mostraram atividades
citotéxicas significativas. As células NCI-H292, foram mais sensiveis ao extrato
cloroférmico da raiz, mostrando atividades citotdxicas significativas com valores da
CI50 iguais a 4,64, 16,30, 11,43, 19,74 e 25,12 pg/mL, respectivamente. Enquanto
as células HEp-2, foram mais sensiveis ao extrato etanolico das folhas, mostraram
atividades citotdxicas significativas com valores da CI50 iguais a 11,51, 8,17 e 14,44
pg/mL. Comparando esses dados com o0s encontrados no presente trabalho,
podemos inferir que os extratos de L. alba apresentam atividades citotdxicas em

células tumorais, entretanto essa atiidade nao é verificada em células normais.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo preliminiar, a andlise dos resultados sugere que os extratos
etandlico e metandlico de Lippia alba néo interferem na viabilidade, bem como néo
induzem micronucleos em linfécitos humanos, em contrapartida, quando associados
ao metilmetanosulfanato ndo demonstraram efeito protetor ao material genético, ou
seja, sdo extratos neutros que ndo apresentam interferéncia da integridade do
material genético da célula.

Na literatura a L. alba apresenta atividade genotoxica quando administrados
em altas concentragOes, indicando a necessidade de pesquisas adicionais com base
na investigagdo dos efeitos desta planta em humanos, quando ministrada em
diferentes concentracfes. Dessa forma, devido a escassez de estudos, mais

estudos sdo necessarios para a investigacao do potencial protetor de Lippia alba.
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