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RESUMO

O uso de plantas medicinais cresce diariamente, a medida que a populagao
busca alternativas naturais para o tratamento de doencas e melhoria na qualidade
de vida. Lippia alba (Mill.) N. E. Brown € uma das espécies de erva-cidreira mais
comumente empregadas na medicina popular brasileira. Para investigar
citotoxicidade e mutagenicidade de extratos etandlicos (EE) e metandlico (EM) de
Lippia alba (LA), camundongos swiss foram divididos em 4 grupos de tratamentos
(CEUA/USC N° 8706290315), recebendo-os em fase clara ou em fase escura: (C)
saudaveis; (CT) inoculados com Tumor Ascitico de Ehrlich (TE); (EELA) com
administragédo de EELA e inoculados com TE e (EMLA) com administragédo de EMLA
e inoculados com TE. 100 mg dos extratos/kg de peso foram administrados,
diariamente, 14 dias, via gavagem. No 7° dia, inéculou-se TE (10° células). Os
animais foram pesados nos dia 0, 7 e 15. Apé6s a eutandsia coletou-se o lavado
peritoneal para realizacdo de contagem de células tumorais, viabilidade celular,
cometa e contagem diferencial de leucdcitos; sangue periférico para microndcleo,
cometa e viabilidade celular e medula 6ssea para teste de microndcleo. Os extratos
alcodlicos de Lippia alba néo interferiram no ganho de massa dos animais,
independente da fase de administracdo dos mesmos. A viabilidade de eritrécitos
apresentou-se maior do que a de células tumorais, entretanto, 0s extratos
aumentaram a viabilidade de células tumorais. Sugere-se que os extratos alcoodlicos
de Lippia alba possam apresentar atividade imunomodulatéria, devido ao aumento
significativo na populagdo de linfocitos. De acordo com as comparagbes dos
resultados entre as salas de fase clara e fase escura, é recomendado que 0s
extratos sejam administrados em fase escura, onde observou-se inibicdo da
progresséo tumoral e encaminhamento de células tumorais a apoptose. Entretanto,
sugere-se cautela, visto que estes extratos também causaram danos em células nédo

tumorais, em ambas fases de administracao.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Erva-cidreira. Genotoxicidade. Infiltrado

inflamatorio. Mutagenicidade. Tumor de Ehrlich.
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1 Introducgéo

A ansiedade € um mal comum do homem contemporaneo devido a rotina
atribulada e repleta de agentes estressores, levando a populagdo a buscar ajuda de
profissionais e interveng¢des farmaco-terapéuticas (ESTEVES, 2009), tendo em vista
que a populagcdo tém utlizado plantas medicinais como calmante, contra gripe,
contra infecgdes, sendo administradas na forma de cha na maioria das vezes. Essas
plantas muitas vezes s&o obtidas em cultivo proprio. Destacando erva-cidreira,
camomila e erva-doce como principais plantas utilizadas como ansioliticas
(BRASILEIRO et al, 2008).

1.1 Lippia alba

Dentre estas plantas muito utilizadas na medicina popular, citaremos a erva-
cidreira. Nome popularmente empregado para a espécie Lippia alba (Mill.) N.E.
Brown. (familia Verbenaceae) (Figura 1) (SIMOES et al., 2001) que € uma espécie
de planta arbustiva, nativa do Brasil e América do Sul, e por ocorrer em todo o pais,
€ uma planta muito conhecida (TAVARES et al, 2011). Varia¢c6es no 6leo essencial
desta planta, fez com que alguns autores agrupassem-nas em quimiotipos de acordo
com o componente principal de seu 0leo, sendo que o primeiro (citral-limoneno)
apresenta propriedades ansioliticas. (JEZLER et al, 2012). Os quimiotipos
encontrados em Lippia alba séo citral, citrla-mirceno, citral-imoneno, carvona-
limoneno e linalol. Os quimiotipos que s&o mais consumidos nas plantas de Lippia
sdo citral-mirceno e citral-limoneno, na forma de cha (SILVA et al. 2006; SIMOES &
SPITZER 2003; MATOS 2000).
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Figura 1 - Lippia alba (Mill.) N.E. Br.
Fonte: Tramil library, 2016

Extratos alcoodlicos de L. alba e dos principais componentes de seu 0leo
essencial (limoneno e citral) ttm demonstrado efeitos citotdéxicos e antitumorais em
células humanas HL-60 (leucemia promielocitica), em células humanas K562
eritroleucémicas, em carcinoma de células humanas HepG2 (carcinoma
hepatocelular) e em carcinoma de células epiteliais HelLa do colo uterino
(MENEZES, 2009). Estudos mostraram a atividade citotdxica do citral, em células
tumorais, inibindo o crescimento de uma cultura de células leucémicas de ratos, ndo
atuando em células normais do baco. Além disso, ao ativar a caspase 3, induziu a
apoptose de células humanas e de ratos com leucemia. A aplicacéo topica de citral a
concentragcbes superiores a 1% tem produzido sensibilidade cutanea (MESA-
ARANGO et al., 2009), alertando para possiveis efeitos mutagénicos, genotoxicos e
citotéxicos (capacidade de causar dano irreparavel ao material genético, capacidade
de causar dano reparavel ao material genético e nocividade sobre células comuns
do organismo, respectivamente).

Citral e carvona-limoneno sdo dois quimiotipos dos 6leos essenciais de L.
alba que produziram uma significante diminuicdo da genototoxicidade induzida pela
bleomicina, sugerindo compostos quimiopreventivos. Citral, carvona e limoneno
mostram propriedades protetoras in vivo (LOPEZ, STASHENKO, FUENTE, 2011).
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1.2 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich € bom modelo para estudos envolvendo citologia, por
crescer na forma ascitica, o que permite a obtencédo de células tumorais isoladas.
(HOSSNE, 2002). Foi descrito por Paul Ehrlich em 1906,6 uma neoplasia de
camundongos, transplantavel, constituida de células de origem epitelial, um
adenocarcinoma de mama (EHRLICH; APOLANT, 1906). Desenvolve-se em
cavidades serosas, bem como em musculos; mas ndo se observa o crescimento em
visceras parenquimatosas.

Quando inoculado na cavidade abdominal, as células tumorais crescem na
sua forma ascitica desenvolvendo uma carcinomatose peritoneal. Essa forma tem
como caracteristica grande acumulo de fluidos no abdome (ascite) e uma baixa
resposta inflamatéria, com pequena infiltracdo de macrofagos e um influxo tardio de
células polimorfonucleares para a cavidade (a partir de sexto dia apés a inoculagéo)
(FECCHIO, 1990; HOSSNE, 2002). O tumor de Ehrlich sélido pode ser descrito
morfologicamente com células com alto grau de atipias (anaplasia), caracterizadas
por nucléolos evidentes e numerosos, cromatina condensada, mitoses atipicas ou
aberrantes e relacdo nucleo-citoplasma maior que a das células normais (DAGLI;
GUERRA; SALDIVA, 1992).

1.3 Ritmos Biolégicos

Cronobiologia € o estudo do ritmo bioldgico, que pode ser definido como
ciclos que acontecem regularmente, que nos animais envolve ciclo de sono e vigilia,
atividade digestiva, producdo de hormonios e diversos outros processos que
ocorrem diariamente nos seres vivos, e estes sdo ciclos que duram 24 horas
(MARQUES; MENNABARRETO 1997). Quando alterado pode provocar uma serie
de mudangas no organismo, desencadeando estresses, alteracbes de
comportamento, crises de diabetes e problemas ligados a hipertensdo (TOUITOU;
SMOLENSKY, 2009).

Sabe-se que h& uma grande variabilidade dos processos biol6gicos quando o
ciclo circadiano é alterado e também pode aumentar o efeito de drogas e minimizar

seus efeitos colaterais (SANCHEZ, 2005) uma vez que este ciclo € responsavel pelo
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controle do metabolismo geral, progresséo e inibi¢cdo celular, reparo do DNA, entre
outros processos (LEVI, SCHIBLER, 2007; 1ZU, 2011).

Cronoterapia é um tipo de tratamento para determinadas doencas patoldgicas
e somaticas que relaciona a cronobiologia com a administracdo de medicamentos de
acordo com as variagcdes do ciclo circadiano, que influenciam na resposta do
organismo, tendo ou nao maior eficacia (LIN; KAWASHIMA, 2012).

Por todas as alteracdes que o ritmo bioldgico desregulado pode causar,
houve importancia avaliar os diferentes momentos de administracdo dos extratos de
L. alba, ndo s6 pelo consumo em larga escala da planta para fins medicinais, mas
pelos estudos feitos sobre a relagdo do ritmo biolégico com o metabolismo geral dos

animais.
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2 Justificativa

E importante investigar os efeitos de Lippia alba, tendo em vista que é
comumente usada para o tratamento de doencas, prevencdo e melhoria na
qualidade de vida, j& que h& uma crescente busca da populacdo por alternativas
naturais, de baixo custo e facil acesso. Nesse cenario, surgem as plantas
medicinais, largamente comercializadas, empregadas na tradicional medicina
popular. Por se tratarem de produtos naturais, pensa-se, erroneamente, serem
completamente saudaveis, entretanto, dependendo da dosagem empregada pode
ocorrer uma intoxicagao, efeitos adversos ou auséncia dos resultados desejados.
Além disso, algumas medidas adotadas pelos usuarios e comerciantes dessas
plantas, alteram sua eficacia e seguranca na administracéo. Desta forma, estudos
que indiquem a atividade citotoxica e mutagénica destas plantas, em células
tumorais e em células sanguineas, € de grande relevancia, na tentativa de

estabelecer seguranga no uso destas na medicina popular.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral
Avaliar os potenciais tumoricidas, citotoxicos, genotéxicos, de indugéo
inflamatéria e mutagénicos de extratos metandlicos e etandlicos de Lippia alba,

administrados em duas diferentes fases do dia, in vivo.

3.20bjetivos especificos

a) Verificar a progressédo tumoral em animais tratados com extratos etandlicos
e metandlicos de L. alba, em diferentes fases do dia;

b) Investigar citotoxicidade dos extratos etandlicos e metandlicos de L. alba
em células de tumor de Ehrlich e células sanguineas, pelo Método de Exclusédo de
Azul de Trypan;

c) Investigar o infiltrado inflamatério do lavado peritoneal dos animais tratados
com extratos etandlicos e metandlicos de L. alba, pela contagem diferencial de
leucaocitos;

d) Avaliar atividade mutagénica dos extratos etandlicos e metandlicos de L.
alba, através do Teste do micronicleo em medula éssea de roedores e sangue
periférico;

e) Avaliar atividade genotdxica dos extratos etandlicos e metandlicos de L.

alba, através do Teste do cometa, em células tumorais e sangue periférico.
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4. Metodologia

4.1 Material Botanico

O material botanico de Lippia alba utilizado no estudo foi obtido na Fazenda
Experimental Lageado, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), campus de Botucatu/SP, da colegdo de plantas medicinais existente em
canteiros do Setor de Horticultura da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas. Os
extratos metandlico e etandlico, utilizados neste trabalho, foram previamente
preparados no Laboratério de Controle Fisico-quimico de Medicamentos (USC),
segundo Zelnick et al. (1977).

4.2 Testes in vivo

Testes in vivo foram realizados com 40 camundongos swiss, machos, com
idade entre 70 e 85 dias, procedentes do biotério da Universidade do Sagrado
Coragdo (USC), Bauru, sob coordenagdo da Prof.* Dr.* Dulce Helena Constantino.
No decorrer dos experimentos, os camundongos foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, receberam agua proveniente do sistema de distribuicdo de &gua da
USC (ad libitum), ragcdo comercial especifica para camundongos, ciclos de 12h de
claro/escuro, temperatura entre 24 + 2 °C e 60 + 5% umidade. Os animais foram
observados, diariamente, para verificacdo de sinais clinicos de toxicidade como
arrepios, relutdncia em se movimentar, respiragéo ofegante, convulsdes e tremores.
O presente projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
Institucional (CEUA/USC N° 8706290315 — Anexo A) e seguem as Resolugbes
Normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

4.2.1. Grupos experimentais

Os animais foram aclimatados por 1 semana em duas salas separadas,
ambas seguindo os padrbes de 12 horas com luz e 12 horas no escuro. Uma das
salas se mantinha com o ciclo normal (luzes acesas as 7h e apagadas as 19h — fase

clara) e a outra com o ciclo invertido (luzes acesas as 19h e apagadas as 7h — fase
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escura), porém os extratos eram administrados a0 mesmo tempo para ambas as
salas (8h), ou seja, o grupo fase clara recebia os extratos em momento de repouso e
0s grupos da fase escura recebiam os extratos em momento de metabolismo ativo.
Todos animais foram pesados no dia 0, antes do inicio dos tratamentos; no dia 07,
antes do in6culo do tumor e no dia 15, antes da eutanésia.

Dentro das salas os animais foram subdivididos em grupos iguais, contendo 5
animais cada, sendo eles (Figura 2):
1) Controle Negativo Saudavel (animais saudaveis, sem Tumor de Ehrlich, com
administracdo de agua destilada e autoclava, sem administracao de extratos);
2) Controle Negativo Tumoral (animais inoculados Tumor de Ehrlich, com
administracdo de agua destilada e autoclava, sem administracao de extratos);
3) Animais com Tumor de Ehrlich + administracao de Extrato Etandlico de Lippia alba
(EELA);
4) Animais com Tumor de Ehrlich + administracao de Extrato Metandlico de Lippia
alba (EMLA).

Fase Clara Fase Escura
Luzes da sala acendiam as Luzes da sala acendiam as
7h e apagavam as 19h 19h e apagavam as 7h
Tratamentos — 8h Tratamentos — 8h
Controle Controle

Controle Tumoral

Controle Tumoral

Tumor de Ehrlich
+ EELA

Tumor de Ehrlich
+ EELA

Tumor de Ehrlich

Tumor de Ehrlich

+ EMLA + EMLA

Figura 2 — Esquema representativos dos grupos nas diferentes fases de tratamentos.
LA, Lippia alba; EE; extrato etandlico; EM, extrato metandlico.
Fonte: Elaborado pela orientadora
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Foram administrados, 100 mg dos extratos/ Kg de peso corporeo/ dia, durante
14 dias, via gavagem. No 7° dia ap6s o inicio dos tratamentos, os animais foram
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich (10° células). No 15° dia, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, um método aceito com restricbes pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), porém
necessario para que nao haja interferéncia de drogas sobre as células neoplasicas
(Figura 3).

Inicio dos tratamentos

Dia 0: Pesagem e
Dia 7: Pesagem e
Inéculo do Tumor

Dia 14

Sangue Periférico:

Di Micronucleo
Tratamentos ia 15 Cometa
Pesagem
Eutanasia Medula Ossea:
Micronucleo

Lavado Peritoneal:
Viabilidade Celular
Progressao Tumoral

Infiltrado inflamatorio

Cometa em Células Tumorais

Figura 3: Linha do tempo do procedimento experimental
Fonte: Elaborada pela orientadora

4.2.2 Obtencéo, contagem, viabilidade e in6culo das células tumorais

7

O Tumor Ascitico de Ehrlich é repicado semanalmente, por meio de
transplantes intraperitoneais, em camundongos mantidos no Biotério Central da
Universidade do Sagrado Coracdo. Para a manutencdo das células neoplasicas,
camundongos com aproximadamente 7 dias de evolugdo tumoral foram
eutanasiados por deslocamento cervical, para a manutengcdo do tumor “in vivo”

através de repiques semanais. Aproximadamente, 3 mL do fluido ascitico foi
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aspirado com seringas e agulhas descartaveis, apds laparotomia. Essas células
foram ressuspensas em tampéao fosfato-salino (PBS).

A viabilidade celular/citotoxicidade foi verificada pelo método de excluséo de
Azul de Trypan, onde 0,8mL da suspenséao celular foram adicionados a 0,2mL de
corante Azul Trypan e 10 pL desta solucao foi depositado em camara de Neubauer,
encaminhadas para microscopia de luz, e procedeu-se a contagem de células
viaveis (ndo coradas) e células ndo-viaveis (coradas).

Os camundongos foram inoculados, intraperitonealmente, com suspensao
celular de Tumor Ascitico de Ehrlich (1,0 x 10° células), que apresentaram

viabilidade celular = 95%, no 7° dia experimental.
4.2.3 Obtencéo do lavado peritoneal

ApoOs a eutandsia, o animal foi posicionado em decubito ventral e foi realizada
uma antissepsia do abdome com etanol a 70%. Com auxilio de seringa descartavel,
foram injetados 3 mL de PBS e, com o objetivo de desprender as células tumorais
das visceras, o abdome foi massageado cuidadosamente. Posteriormente, foi
realizada uma incisdo na parte superior do abdome e o liquido ascitico foi recolhido,

com auxilio de pipeta automatica de 1000 uL, em tubos Falcon.
4.2.4 Avaliagdo do crescimento do tumor

Ap6s homogeneizagdo do lavado peritoneal, uma aliquota de 80uL foi
incubada com 120uL de solucdo aquosa de Azul de Trypan. As suspensoes celulares
foram analisadas em camara de Neubauer, tendo-se o cuidado de realizar a
contagem de células tumorais e a viabilidade celular. A viabilidade celular de

eritrocitos também foi realizada.
4.2.5 Contagem de células inflamatérias presentes no lavado peritoneal
Realizou-se esfregaco de 200uL do lavado peritoneal, corados com Giemsa

5%. Posteriormente realizou-se a contagem diferencial de leucAcitos mono e

polimorfonucleares, tendo-se o cuidado de avaliar um total de 100 células por lamina
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em campos microscopicos ndo coincidentes, chegando ao percentual relativo de

cada tipo de celular inflamatério pesquisado.

4.2.6 Teste do Microntcleo em Medula Ossea e Sangue Periférico de

Roedores

O teste do Micronicleo em medula 6ssea de roedores foi baseado em
Salvadori, Ribeiro e Fenech (2003), que é um teste que consiste em avaliar e/ou
detectar danos causados ao aparelho mitdtico ou cromossomo, normalmente
realizado em células de medula 6ssea ou sangue periférico de roedores. Este teste
tem como objetivo identificar os danos que resultam na formag&o de micronucleos,
sendo fragmentos ou cromossomos inteiros.

Apos eutanasia do animal, a pele que cobre a perna foi cortada e retirou-se o
fémur. A extremidade final proximal do fémur foi cortada para expor o canal da
medula. Com a agulha de uma seringa de 1mL, previamente preenchida com soro
fetal bovino, foi inserida firmemente na abertura do fémur, injetando-se o soro, de
modo a empurrar a medula para dentro de um tubo coénico, previamente marcado
com o cadigo do animal. A suspensdo celular foi centrifugada, por 5 minutos, a
1000rpm, e o sobrenadante descartado com o auxilio da pipeta de Pasteur. Com
esse material foram realizados os esfregacos de medula O0ssea. Esfregacos de
sangue periférico também foram realizados.

ApoOs a secagem em temperatura ambiente, as prepara¢gbes foram coradas
com corante hematoldgico de Leishman (1,5g Leishman-azul de metileno, diluido em
1000 mL de metanol) por 3 minutos, posteriormente, as laminas foram transferidas
para uma cuba com corante de Leishman, diluido em agua destilada na proporgéo
1:6 por 15 minutos. Apds esse tempo, foram lavadas em &gua corrente.

A andlise das laminas foi realizada com a utilizagdo do microscopio de luz,
contando de 2000 eritrécitos policromaticos (medula 6ssea) e normocromaticos

(sangue periférico) contabilizando-se as células micronucleadas por animal.

4.2.7 Teste do Cometa

O teste do cometa foi realizado de acordo com a técnica descrita por Singh et

al. (1988) e Klaude et al. (1996), com modificacdes. Este teste consiste em detectar
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quebras de cadeias de DNA, em células ou nucleos isolados, em diferentes tecidos
de animais (comumente utilizado para detectar danos no material genético de
roedores). O teste de cometa pode identificar ruptura de cadeias simples e duplas de
DNA, se trata entdo de um teste de genotoxicidade, porém os danos identificados
neste teste sdo danos reparaveis, que através dos ciclos da célula, o mecanismo de
reparo do organismo pode fazer com que as células ndo sejam encaminhadas a
apoptose.

A) Em um microtubo, 10 pL de suspenséo celular de tumor ascitico de Ehrlich
foram misturados a 120 yL de agarose LMP (low melting point) 5%, a 37 °C.

B) Em outro microtubo, 10 pL de sangue total, colhido da cavidade abdominal,
foi misturado a 120 pL de agarose LMP 5%, a 37 °C.

Ambas as misturas, foram depositadas cada uma sobre laminas pré-
gelatinizadas com agarose normal 1,5% e, em seguida, cobertas com laminula.
Apos, foram levadas para refrigeracéo a 4°C, por 10 minutos, para endurecimento da
agarose. Posteriormente, as laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas
acondicionadas na solucao de lise (2.5M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris [pH 10.0-
10.5], N-lauroil-sarcosinato, 1% Triton X-100, 10% DMSO), em refrigerador (4° C),
durante 10 dias. Ap6s o periodo de lise celular, as [aminas foram acondicionadas em
uma cuba horizontal de eletroforese (mergulhada em um recipiente com gelo) e
cobertas com tampéo alcalino (200 mM EDTA, 10N NaOH) para desnaturagao por
20 minutos. A eletroforese ocorreu a 25 volts e 300 miliampére, por 20 minutos. Apés
eletroforese, as laminas foram lavadas em 5 mL de tamp&o de neutraliza¢do (0,4 M
Tris), durante 5 minutos. As laminas foram fixadas em metanol, por 5 minutos, e
acondicionadas em geladeira para posterior coloracdo e analise.

No momento da analise, as laminas foram coradas com 100 pL de brometo de
etidio (20pg/mL) e cobertas com laminula. As laminas foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia (filtro de excitagdo de 515 - 560 nm e filtro de barreira
de 590 nm; aumento de 400x), contando-se 150 células por tratamento (foram
montadas duas laminas por animal, contando-se a primeira lamina e se necessario
procedia-se com a contagem da segunda), sendo classificadas de acordo com a
cos. intensidade da cauda, em: 0 - sem dano; 1 - dano pequeno; 2 - dano médio; e 3
- dano méximo; 4 - apoptotico. Apés as andlises microscopicas, foi determinado o
escore, isto €, somatorio do numero de células identificadas em cada classe vezes o

valor da classe (Figura 4).



21

Figura 4: Imagem de células tumorais (C, D e E) e sangue periférico (A e B), submetidas ao
teste do cometa. Classes de danos. A: classe 0; B: classe 1; C: classe 2; D: classe 3; E:
classe 4, apoptotico.

Aumento 400x

Fonte: Arquivo pessoal

4.3 Andlise Estatistica

A andlise estatistica descritiva dos dados e as comparagfes entre 0s grupos
foram realizadas por estaticista institucional, seguindo critérios de normalidade,
considerando resultados estatisticamente significantes com p<0,05. O
acompanhamento da massa dos animais foi realizado pelo Friedman (Teste n&o
paramétrico). Analise da progressao tumoral foi analisada pelo Teste Kruskall-Wallis
e Teste t-Student, bicaudal e pareado. Para verificagcdo de viabilidade celular, os
testes foram Mann Whitney e Teste Miller. Para a andlise de coloracéo diferencial de
leucécitos, foi realizado o Teste Mann-Whitney e Teste t-Student. Nas analises de

micronucleo e Teste do Cometa realizou-se o Teste t-Student, bicaudal e pareado.
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5 Resultados e Discussao

Os camundongos dos grupos experimentais foram pesados nos dias O (antes
do inicio dos tratamentos), dia 7 (antes do inéculo do tumor) e dia 15, (antes da
eutanasia), indicando que os diferentes horarios de administragdo dos extratos n&o
interferiram no ganho de massa desses animais, todavia quando administrado na
fase clara, EELA promoveu a perda de massa apos o inéculo do tumor (diferenca
entre pesagem dia 7 e dia 15), enquanto que na fase escura, camundongos tratados
com EELA e EMLA apresentaram ganho de massa apdés o inéculo do tumor (Tabela
1). Aumento gradativamente significante de massa foi observado no grupo EMLA,
indicando que mesmo apOs o in6culo do tumor, 0s animais apresentaram uma
melhora no quadro clinico e estado fisioldgico. Hatano (2012) comprovou a atividade
ansiolitica de 6leo essencial de L. alba em ratos Wistar, devido a carvona, o principal
responsavel por uma acdo tranquilizante, sugerindo que a reducdo do estresse
desses animais que receberam o0s extratos de Lippia alba, que pode estar

relacionada a melhora no quadro clinico dos mesmos.
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Tabela 1 — Acompanhamento do ganho de massa (g) de camundongos swiss adultos machos no periodo de administracdo dos extratos metandlicos e
etandlicos de Lippia alba L, em diferentes fases do dia.

Dia 0 Dia7 Dia 15
Tratamentos Fase Clara™ Fase Escura™ Fase Clara™ Fase Escura™ Fase Clara™ Fase Escura™
n  Média+ DM n  Média+ DM n  Média+ DM n  Média+ DM n Média+ DM n  Média+ DM
Controle (Agua) 5 354+1,614 5 35,2+ 2,004 5 35,8+2,211 5 35,3+£1,742 5 356221 5 37,1+ 2,357
CT (Agua) 5 33,1+ 2,892 5 30,4 1,872 5 34,9+ 2,79 5 31,2+2,412 5 33,7 £ 2,026 4 32,0 £0,903
EELA + Tumor 5 34,0+ 0,998 2P 5 34,7 + 2,365% 5 34,9+ 2,047 % 5 35,2 +2,702%° 5 33,5+1,975° 5 37,1+3,114°
EMLA + Tumor 5 30,3+1,011° 5 33,3+2,261° 5 31,1+0,737°% 5 33,8 + 2,456 2P 5 31,1 +1,494° 5 35,0 + 2,242°

CT, controle tumoral; LA, Lippia alba L; EE, extrato etandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); EM, extrato metandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); n,
nimero amostral. Teste ndo paramétrico de Friedman; " tratamentos ndo apresentam diferenca estatisticamente significante entre as fases clara e escura
(p>0,05), " tratamentos diferem entre as datas de pesagem (p<0,05).
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Para analise de progressao tumoral foi realizada a contagem de células tumorais
obtidas do lavado peritoneal em camara de neubauer. Os resultados (Média + Desvio-
médio) indicam que a administragéo de EELA (5,57 x 10° + 1,52 x 10°) e EMLA (3,54 x
10° + 3,04 x 10°) na fase clara n&o sdo estatisticamente diferente do grupo controle
tumoral (4,34 x 10° + 3,89 x 10°), ou seja, ndo foi identificada inibicdo ou inducéo de
progressdo tumoral. Entretanto, quando os tratamentos foram realizados na fase
escura, 0s extratos testados inibiram a progresséo tumoral (CT = 1,53 x 10’ + 6,38 x
10°% EELA = 3,19 x 10° + 2,09 x 10°; 5,99 x 10° + 2,28 x 10°) . O Unico extrato que ndo
apresentou diferenca estatisticamente significativa entre a administracdo nas fases
clara e escura foi o grupo tratados com EMLA (Figura 5). Kalita (2011) observou
propriedades anticancerigenas de uma planta (L. camera) da mesma familia de Lippia
alba, mostrando o potencial de diminuicdo e até indugdo a apoptose de células

tumorais por componentes fendlicos presentes em plantas de Lippia.
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Figura 5: Avaliagdo da progressdo tumoral em animais tratados com extratos
metandlicos e etandlicos de Lippia alba L, em diferentes fases do ciclo circadiano, pela
contagem de em células tumorais de lavado peritoneal, em cadmara de Neubauer. CT,
controle tumoral; LA, Lippia alba L; EE, extrato etandlico (100 mg/Kg/dia durante 14
dias); EM, extrato metanodlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); n, nGmero amostral. *°
Teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis; tratamentos seguidos de letras diferentes,
apresentam diferenca estatisticamente significante entre fase clara e fase escura
(p<0,05)." ™ Teste t-Student, bicaudal, pareado, tratamentos seguidos de simbolos
diferentes, apresentam diferenca estatisticamente significante na mesma fase de
administracéo do extrato (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelas autoras.
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A partir dos resultados obtidos pelo Método de Exclusdo de Azul de Trypan,
pode-se verificar que todos os tratamentos foram viaveis, tanto em eritrocitos (> 97%)
(Tabela 2) quanto em células tumorais de lavado peritoneal (> 90%) (Tabela 3), sendo
gue apenas 0s grupos de controle tumoral apresentaram diferenca estatisticamente
significante entre as fases para viabilidade de eritrocitos. Os extratos de LA elevaram a
viabilidade celular de células tumorais na fase clara; na fase escura, apenas EMLA
apresentou viabilidade maior que o controle tumoral, porém Xavier em 2011, constatou
que,no 6leo essencial de Lippia microphylla, que € do mesmo género de L. alba
apresenta atividade antitumoral in vivo e in vitro com um toxicidade moderada, nao
representando um fator limitante para que L. microphylla seja usada para fins
terapéuticos, mas é constatado também que as alteragbes de L. microphylla séo
considerada reversiveis comparando com as alteragbes causadas por diversos
antineoplésicos que séo largamente utilizados na clinica médica, mostrando que muitos
estudos devem ser feitos a cerca de L. alba e seus 6leos essenciais, tendo em vista

sobre o que é encontrado na literatura.

Tabela 2 - Viabilidade celular de eritrcitos de sangue periférico, de camundongos
tratados com extratos metandlicos e etandlicos de Lippia alba L em diferentes fases do
dia, pelo Método de Exclusédo de Azul de Trypan

Fase Clara Fase Escura
Tratamentos
n Média + DM n Média + DM
Controle (Agua) 5 098,235+ 3,946 " ? 5 100,00 + 0,000 "2
CT (Agua) 5 99,986+ 0,029 "2 4  97,866+0,973"°
EELA + Tumor 5 100,0+ 0,000 " ? 5 99,853+ 0,329 " ?
EMLA + Tumor 5 100,0+ 0,000 " ? 5 99,933+ 0,108 ">

CT, controle tumoral; LA, Lippia alba L; EE, extrato etanélico (100 mg/Kg/dia durante 14
dias); EM, extrato metandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); n, nUmero amostral.
Teste de Mann Whitney; tratamentos seguidos por * na mesma linha apresentam
diferenca estatisticamente significante entre fase clara e fase escura (p<0,05). ", ndo ha
diferenca estatisticamente significante (p>0,05). Teste Miller para comparacfes
individuais, * ° tratamentos seguidos por letras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05).
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Tabela 3 - Viabilidade de células tumorais de lavado peritoneal, de camundongos tratados
com extratos metandlicos e etandlicos de Lippia alba L em diferentes fases do dia, pelo
Método de Excluséo de Azul de Trypan

Fase Clara Fase Escura
Tratamentos i i
n Média + DM n Média + DM
CT (Agua) 5 90,415 + 15,678 "*? 4 97,780+ 0,954 @
EELA + Tumor 5 98,437+ 1,662"'° 5 97,775+ 1,920™ @
EMLA + Tumor 5 98,289+ 1,010 ™" 5 99,064+ 0,668 "°

CT, controle tumoral; LA, Lippia alba L; EE, extrato etandlico (100 mg/Kg/dia durante 14
dias); EM, extrato metandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); n, nimero amostral. Teste
de Mann Whitney; tratamentos seguidos por * na mesma linha apresentam diferenca
estatisticamente significante entre fase clara e fase escura (p<0,05). ", ndo ha diferenca
estatisticamente significante (p>0,05). Teste Miller para comparacdes individuais, ® °
tratamentos seguidos por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente
entre si (p<0,05).

A figura 6 estabelece uma comparacao visual entre a viabilidade de eritrécitos e
células tumorais, para o0 mesmo tratamento em relacdo a fase de administracdo. A
andlise desta figura indica que a viabilidade de eritrécitos foi maior do que a de células
tumorais em todos os tratamentos em ambas fases de administragcéo, entretando, na
fase clara, os extratos apresentam maior potencial de citotoxicidade seletiva, visto que
a diferenca entre viabilidade de eritrcitos e células tumorais se destaca nesta fase de
administragédo. De acordo com lzu (2011) a desregulagéo do ritmo circadiano pode ser
um fator de risco na carcinogénese, j& que pode haver alteracdes entre os fatores
promotores e inibidores da divisdo celular. Maganhin (2008) disserta a respeito de uma
glandula que esta diretamente ligada ao ciclo claro-escuro, que possui participagdo na
organizagdo temporal dos ritmos bioldgicos, assim como a regulacdo do sistema
imunolégico, permitindo estabelecer relagdo com a atividade antitumoral e tumoricida
dos extratos com a citotoxicidade seletiva que é observada na fase clara do atual

trabalho.
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Figura 6: Comparacao entre viabilidade celular de eritrécitos e células tumorais.
CT, controle tumoral; LA, Lippia alba L; EE, extrato etandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias);
EM, extrato metanodlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias)

O infiltrado inflamatério dos animais tratados com os extratos em fase escura
apresentou aumento de macréfagos e diminuicdo de linfocitos. Comparagfes com 0s
grupos controle tumoral mostram que EELA reduziu o numero de eosindéfilos no
infiltrado inflamatoério quando administrado em fase clara; EMLA elevou o nimero de
linfécitos, reduziu o nimero de macrofagos e eosinéfilos, quando administrado em fase
clara; a administracdo em fase escura aumentou a porcentagem de eosindfilos (Tabela
4).

As frequéncias de eritrocitos policroméaticos com micronucleo (PCEMN) (Tabela
5), obtidos de medula 6ssea e de eritrécitos normocromaticos micronucleados
(NMEMN) (Tabela 6) obtidos de sangue periférico ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre as fases de administragdo dos extratos. Quando
administrados na fase clara, os extratos alcodlicos de LA ndo reduziram a taxa de
mutac¢des induzidas pelo tumor, em PCEMN. A administracdo durante a fase escura
resultou no aumento da frequéncia de PCEMN, sugerindo atividade mutagénica e ou

aneugénica destes extratos (Tabela 6).
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Tabela 4 - Avaliacdo da atividade inflamatdria de extratos metandlicos e etandlicos de Lippia alba L, administrados em diferentes fases do dia, obtidas por

coloracao diferencial de leucécitos em esfregaco de lavado peritoneal.

Tratamentos Fase Clara Fase Escura
Tipo Celular (Média + DM) Tipo Celular (Média + DM)
Macrofagos Segmentados  Linfécitos Eosinofilos Macrofagos Segmentados  Linfécitos Eosindfilos
Controle 2902+6,378 26,7+11,031 44,0+ 0 Baixa celularidade™ ?
(Agua) ns,a ns,a, b 11,229 ns, a
ns, a
CT (Agua) 26,0+9,899 15,0+10,606 42,0+ 17,0+ 38™" 30™° 32"P omsP
11,313 12,020
ns, a ns, a
ns, a ns, b
EELA + 16,0+ 16,040 19,2+11,819 62,4+1,414 2,0+1,414 39,2+9,230 34,0+16,970 24,8+2,828 2,0+2,828
Tumor
*a ns, a *a ns, b * b ns;a,b * b ns,a, b
EMLA + 9,3 5,759 5,8+ 18,653 712+ 0,7+0,816 36,8+9,230 38,6+17,326 21,8+3,033 2,8 +3,033
Tumor 0,8165
* b *a ns, c % b * b * b ns,a, b
* b

CT, controle tumoral; LA, Lippia alba L;EE, extrato etandlico (100 mg/Kg durante 14 dias); EM, extrato metandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); n,
nimero amostral; DM, desvio-padrdo. Teste de Mann Whitney; tratamentos seguidos por * apresentam diferenca estatisticamente significante entre fase

clara e fase escura (p<0,05); ™, ndo héa diferenca estatisticamente significante (p>0,05).
letras diferentes, apresentam diferenca estatisticamente significante, na mesma coluna

,a,b,c

Teste t-Student, bicaudal, pareado, tratamentos seguidos por
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Tabela 5 - Frequéncia de eritrdcitos policromaticos micronucleados (PCEMNs) em medula 6éssea de camundongos tratados com extratos metandlicos
e etandlicos de L. alba L em diferentes fases do dia e inoculados com Tumor de Ehrlich no 7° dia de tratamento.

Tratamentos Fase Clara Fase Escura
n Razéo PCEMNSs n Razéo PCEMNSs
PCE/NME Média + DM Frequéncia (%) PCE/NME Média + DM Frequéncia (%)
Média + DM Média + DM Total Média + DM Média + DM Total
Controle (Agua) 5 739+717 13,2+8,0™* 20+17 1,667 5 694+322 18,6 +31,6™* 1,7+11 2,591
CT (Agua) 5 179,0+44,7 832+499™° 47+26 4,604 4 120,1+733 41,7+418"™°? 3,7+15 4,488
EELA + Tumor 5 341+6,7 82,4 +35,7"" 41+18 4115 5 140,3+80,9 64,2+151"™° 3,2+0,8 3,210
EMLA + Tumor 5 71,3+738 81,2+34,7™" 40+19 4060 5 433+215 80,0 +39,8"™° 40+19 4,047

CT, controle tumoral; LA, Lippia alba; EE, extrato etandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); EM, extrato metandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias);
PCE, eritrocitos policromaticos; NME, eritrécitos normocromaticos; PCEMN, eritrécitos policromaticos com presenca de micronicleo; DM, desvio-
padrdo; n, nimero amostral. Teste t-Student, bicaudal, pareado, "™ nao ha diferenca estatisticamente significante do mesmo tratamentos entre as
salas; " ha diferenca estatisticamente significante do mesmo tratamentos entre as salas; " Tratamentos seguidos por letras diferentes, apresentam
diferenca estatisticamente significante, na mesma coluna (p<0,05). 2000 PCE/animal
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A tabela 6 apresenta os resultados para o Teste do Micronlicleo em sangue
periférico, indicando que EELA administrado na fase escura do metabolismo e EMLA
administrado tanto na fase clara quanto na fase escura aumentam significativamente
a frequéncia de micronucleos em eritrocitos normocromaticos, sugerindo atividade
mutagénica dos mesmos, em células de sangue periférico.

Os extratos foram genotdxicos para as células tumorais, quando
administrados na fase escura, que segundo Gées (2011), os roedores possuem uma
taxa metabolica basal bem alta em seu periodo ativo (noturno), sugerindo que a
rapida metabolizag&do dos extratos, foi genotdxico para as células tumorais, ja que foi
observada uma alta frequéncia de danos classes 3 e 4, direcionando essas células
para apoptose (Tabela 7). Em fase clara, genotoxicidade néo foi observada.

Em leucécitos de sangue periférico, os extratos de LA aumentaram a
frequéncia de danos quando administrados em fase clara, indicando atividade
genotoxica dos mesmos. Entretanto, quando administrados em fase escura,
atividade genotoxica ndo foi identificada (Tabela 8) mostrando a seletividade dos
extratos durante o periodo ativo dos animais; enquanto o0s extratos eram
administrados, ja eram metabolizados. O que n&do ocorre nas fases claras, onde o
extrato é administrado durante o periodo de vigilia do animal, sugerindo a menor
eficacia do extrato como imunomodulador, uma vez que 0s animais recebiam os

extratos e logo depois entravam em repouso.



Tabela 6 - Frequéncia de eritr4citos normocromaticos micronucleados (NMEMNs) em sangue periférico de
camundongos tratados com extratos metanolicos e etandlicos de L. alba L em diferentes fases do dia e inoculados
com Tumor de Ehrlich no 7° dia de tratamento.

Tratamentos Fase Clara Fase Escura
n PCEMNSs n PCEMNSs
Média + DM Frequéncia (%) Média + DM Frequéncia (%)

Média + DM Total Média + DM Total
Controle (Agua) 5 128+63™% 13+0,6 1280 5 7,2+39"™3 0,7+04 0,720
CT (Agua) 5 146x70™?% 1,407 1449 4 10,1+3,3™°"  1,0+£0,3 1,007
EELA + Tumor 5 192+44™% 19+04 1,940 5 17,0+x5,0™° 1,7+0,5 3,012
EMLA + Tumor 5 302+87™" 30+09 1699 5 252+83™° 25+0,8 2,520

CT, controle tumoral; LA, Lippia alba L; EE, extrato etandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); EM, extrato
metandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); PCE, eritrocitos policromaticos; NME, eritrocitos normocromaticos;
PCEMN, eritrécitos policromaticos com presenca de micronicleo; DM, desvio-padréo; n, nimero amostral. Teste t-
Student, bicaudal, pareado, "™ n&o ha diferenca estatisticamente significante do mesmo tratamentos entre as salas; .
héa diferenca estatisticamente significante do mesmo tratamentos entre as salas; "¢ Tratamentos seguidos por letras
diferentes, apresentam diferenca estatisticamente significante, na mesma coluna (p<0,05). 1000 NME/animal

31



Tabela 7 - Frequéncia de danos em células tumorais, obtidas de lavado peritoneal de camundongos tratados com extratos
metandlicos e etandlicos de Lippia alba, em diferentes fases do dia, e inoculados com Tumor de Ehrlich no 7° dia de tratamento.
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Tratamentos Fase n Células com danos
Total Classes (Média £ DM) Score
0 1 2 3 4 (Média + DM)

CT (Agua) Clara™ 5 494° 584 +29,7 520+6,9 240+134 164 +126 6,4+7,1 174,8 + 48,9

Escura” 4  199* 43,0+239 185+8,6 14,3+5,4 70+£6,4 0 68 + 33,4
EELA+Tumor Clara™ 5 632° 02+0,5 29,2+41,7 72+6,8 172+196 72,8+59,1 386,4+223,8

Escura™ 5 743" 7,2+6,9 158+7,5 32,2+10,0 322+12,6 70,4+19,1 45441479
EMLA+ Tumor Clara™ 5  606% 92+73 22,8+16,6 360+116 36,8+124 256+30,2 307,7+1315

Escura™ 5 733" 3,6+6,1 144+10,8 18,0+11,7 37,4+229 76,8+43,1 469,8+78,6

CT, controle tumoral; LA, Lippia alba L; EE, extrato etandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); EM, extrato metandlico (100 mg/Kg/dia
durante 14 dias); DM, desvio-padrdo. Teste t-Student, bicaudal, pareado, ™ ndo ha diferenca estatisticamente significante do mesmo
tratamento entre as fases; " ha diferenca estatisticamente significante do mesmo tratamento entre as fases; * tratamentos seguidos
por letras diferentes, apresentam diferenca estatisticamente significante na fase clara; ™ ** tratamentos seguidos por simbolos
diferentes, apresentam diferencga estatisticamente significante na fase escura. 150 células tumorais/animal.
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Tabela 8: Frequéncia de danos em leucdcitos, obtidas de sangue periférico de camundongos tratados com extratos metandlicos e etandlicos de Lippia alba L, em
diferentes fases do dia, e inoculados com Tumor de Ehrlich no 7° dia de tratamento.

Tratamentos Fase n Células com Danos
Total Classes (Média + DM) Score
0 1 2 3 4 Média + DM
Controle (Agua) Clara 5 71,67° 67,3+43,9 12,0+9, 2 1,3+0,4 0,7+0,8 0,3+0,4 18,0 +11,8
Escuras 5 580" 25,3 +17,7 1045+17,4 10,7+8,4 0,7+1,3 0 128,3+ 35,7
CT (Agua) Clara™ 5 2475° 72,0 £36,5 39,3+20,9 8,3+12,6 15+26 0,5+0,9 62,3 +47,6
Escura™ 4 2025" 24,8+21,6 33,7+18,8 57+8,8 07+13 03204 48,5+ 39, 6
EELA + tumor Clara™ 5 731° 6,2+13,8 22,4+28,1 21,0 £19,6 14,4 + 16,4 88,4 +61,3 461,2 +160,8
Escura™ 5 5107 6,8+19,1 48,0+9,5 26,8 +10,8 18,8 £9,2 8,4+6,6 191,6 +45,5
EMLA + Tumor Clara’ 5 679° 13,0+ 6,0 33,8+7,4 43,0 £ 16,6 39,3+125 19,8+5,38 316,5 + 36,2
Escura. 5 478" 16,3+7,1 27,3+7,9 37,0+ 16,6 20,0 £3,1 11,3+73 206,7 77,6

CT, controle tumoral; LA, Lippia alba L; EE, extrato etandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); EM, extrato metandlico (100 mg/Kg/dia durante 14 dias); DM, desvio-
padrdo. Teste t-Student, bicaudal, pareado, ™ néo héa diferenca estatisticamente significante do mesmo tratamentos entre as fases; ha diferenca estatisticamente
significante do mesmo tratamentos entre as fases; *° tratamentos seguidos por letras diferentes, apresentam diferenca estatisticamente significante na fase clara; *
™ tratamentos seguidos por simbolos diferentes, apresentam diferenca estatisticamente significante na fase escura. 150 células tumorais/animal
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6 Consideragdes Finais

Os extratos alcodlicos de Lippia alba ndo interferiram no ganho de massa dos
animais, independente da fase de administracdo dos mesmos.

Quando administrados em fase de metabolismo ativo (fase escura) os
extratos inibem a progresséo tumoral.

Aviabilidade de eritrocitos € maior do que a de células tumorais, entretanto os
extratos aumentam a viabilidade de células tumorais.

Sugere-se que 0s extratos alcodlicos de Lippia alba possam apresentam
atividade imunomodulatério devido ao aumento significativo na populacdo de
linfocitos.

Os extratos apresentam atividade mutagénica e/ou aneugénica em células de
medula 6ssea, quando administrados em fase escura. Em células de sangue
periférico, essa atividade é encontrada nas duas fases de administracao.

A atividade genotodxica foi observada em fase escura, direcionando as células
tumorais a apoptose, entretanto, foram genotoxicos a células de sangue periférico,
guando administrados na fase clara.

Os extratos também podem estar associados a atividade tumoricida, pois os
dados de cometa sugerem um aumento de danos de classe 4, com alta frequéncia
de células apoptoticas. Entretanto, o0s extratos também atingiram células
sanguineas, sugerindo que a utilizacao dos mesmos deve ser cautelosa.

Nos tratamentos houve um aumento de resposta inflamatoria, indicado pelo
aumento de linfécitos no liquido ascitico.

De acordo com as comparagOes dos resultados entre as salas de fase de
repouso e fase metabdlica ativa, € recomendado que os extratos sejam
administrados em fase ativa, onde observou-se inibicdo da progressdo tumoral e
encaminhamento de células tumorais a apoptose, entretanto, sugere-se cautela,

visto que estes extratos também causaram danos em células normais.
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ANEXO A — PARECER CEUA

UNIVERSIDADE
SAGRADO Comissio de Etica no Uso de Animais
CORACAO

Bauru, 24 de abril de 2015
CEUA N 8706290315

limo(a). Sr(a).

Responsavel: Manlanda Ferreira Bellini

Depta/Disc: Ciéncias Da Saude

Pesquisadores envolvidos: Duice Helena Constatino - colaborador (usc), Fernando Tozze Alves Neves - colaboradon
(usc); Rita Luiza Peruquetti - colaborador (usc); Wilson A Orcini - colaborador (usc);

Titulo do projeto: "Analises fisico-quimicas de Cymbopogon citratus, Uppia alba e Melissa officinalis, avaliacio de
citotoxicidade e mutagenicidade de seus extratos metandlicos e etandlicos, in vitro e invivo, ",

Parecer Consubstanciado da Comissiio de Etica no Uso de Animais USC

O uso de plantas medicinais cresce dianamente, a medida que a populagio busca altematvas naturais para o tratamento
de doengas e melhona na qualidade de vida. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Lippia alba (Mil.) N. E. Brown e Melissa
offcinalis L. sfo as trés espécies de erva<cidreira mais comumente empregadas na medicina popular brasileira. Assim, o
presente estudo tem como objetivo analisar as propriedades fisico-quimicas de C. citratus, L. alba e M. officinalis - para
verificar a pureza da maténa-prima vegetal — avaliar o potencial citotdxico e mutagénico de seus extratos etandiico e
metandlico, in vitro e in vivo. O projeto esta dividido em trés etapas principais: a) Caracterizagio do material boténico,
obtenglio e carackerizagiio dos extratos: Serfio avaliados o percentual de umidade, cinzas blais e cinzas insoliveis em
acido no materal botinico. Extratos etandlicos e metandlicos serfio preparados utiizando flhas secas moidas de C.
citratus, L. alba e paries aéreas secas moidas de M. officinalis (1:10 mL de agua destiada), maceradas em agitador
magnético, 29-30 “C, 4 horas. O volume do extrato sera fitrado e o produb final sera colocado em capsula de porcelana,
para secagem em capela. Os extrabs serfio diuidos em dimetisulféxido (DMSO) para os testes in vito e em agua
deionizada para os testes in vivo. Serfio realizadas as analises de determinagio de compostos fendlicos totais e
Cromatografia em camada deigada para venficagho da presenca de citral nos extratos. b) Testes in vitio: seréo realizadas
andlises de citotoxicidade pelo Métbdo de Exclusio de Azul de Trypan e mutagenicidade pelo teste de micronucieo em
células binuclkeadas e teste do cometa, em células de obtidas de tumor de Ehrlich; c) Testes in vivo: serfo utiizados
camundongos inoculados com Tumor ascitico de Ehdich para analise cibtoxicidade pelo Mébdo de Exclus®o de Azul de
Trypan, de mutagenicidade pelos testes de micronuclkeo em células de medula ossea de roedores e leste de cometa, além
da andlise de crescimento do tumor. Ambos os testes, in vitro e in vivo, receberio os seguintes tratamentos/grupos
experimentais:

1) Controle Negativo Saudavel (animais saudaveis, sem Tumor de Ehrlich, sem administragio de extratos);

2) Controle Negativo Tumoral (animais com Tumor de Ehrdich, sem administrag@o de extratos);

3) Controle Positivo Tumoral (animais com Tumor de Etrlich e com administragio de agente indutor de danos),

4) Animais com Tumor de Ehrlich + administraciio de Extrat Etandlico de L. alba,

5) Animais com Tumor de Etrlich + administragio de Extat Metandlico de L. alba,

6) Animais com Tumor de Ehrlich + administragio de Extrato Etandlico de M. officinallis;

7)Animais com Tumor de Ehrdich+administragiio de Extrato Metandlico de M. officinallis ;

8) Animais com Tumor de Ehrlich + administragio de Extab Etandlico de C. citratus,

9) Animais com Tumor de Ehrlich + administragio de Extrato Metandlico de C. citratus.

Desta forma, permitindo a comparagio dos resultados em ambos 0s modelos experimentas,

A Comisséio de Etica no Uso de Animais da Universidade do Sagrado Corago, na reunifio de 16/04/2015, ANALISOU e
APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.

1. Comunicar toda e qualquer alteragio do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo,

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
auditonia dos orgéos competentes.

4. Relatérios parciais de andamento deverio ser enviados anualmente 4 CEUA até a conclusiio do protocolo.
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SAGRA Comissao de Etica no Uso de Animais
CORA
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A

Profa), Dra Duice Helena Jardim Constantino
Coovdbqadoca da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade do Sagrado Coragao
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UNIVERSIDADE
SAGRADO Comissio de Etica no Uso de Animais
CORACAO

Bauru, 24" April 2015

CERTIFIED

We certify that the Research "Physical and chemical analysis of Cymbopogon citratus, Lippia alba and Melissa officinalis,
cytotoxicity and mutagenicity evaluation of its Methanol and ethanol extracts in vitro and in vivo.”, protocol number CEUA
8706200315, utilizing 100 Heterogenics mice (100 males), under the responsibility Marilanda Femeira Bellini, was approved

in the meeting of day 04/16/2015, and agree with Ethical Principles in Animal Research adopted by Ethic Committee on
Animal Use of he Sagrado Coragiio University.

Centificamos que o Projeto intitulado "Andlises fisico-quimicas de Cymbopogon citratus, Lippia alba e Melissa officinalls,
avallagio de citotoxicidade e mutagenicidade de seus extrabbs metandlicos e etandlicos, in vitro e in vivo. *, protocolado
sob o CEUA n® 8706290315, utiizando 100 Camundongos heterogénicos (100 machos), sob a responsabilidade de
Marlanda Ferreira Bellini, fol aprovado na reuniio de 16/04/2015, e esta de acordo com os prnciplos éticos de
experimentagiio animal da Comisso de Etica no Uso de Animais da Universidade do Sagrado Corago.

yours faithfully.

yhor—

Dulce » Jardim Constantino
Coordinator of the Ethigs Committee on Animal Use
Sagrado Coragdo University
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