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RESUMO

Conhecida como erva cidreira, capim-limdo, a Cymbopogon citratus € uma
das plantas mais conhecidas e empregadas popularmente, pela sua facilidade de
cultivo, além de ter diversas funcdes terapéuticas, possui ainda efeitos comprovados
cientificamente como sedativo, analgésico, excitante géstrico, antitérmico,
antibacteriano e entre outros. Ha relatos cientificos que comprovam seus beneficios,
entretanto, sdo poucos os estudos que mostram seus efeitos toxicos. Assim o
presente estudo teve como objetivo investigar o perfil clastogénico e anticlastogénico
de extratos alcoolicos de Cymbopogon citratus, através dos testes de viabilidade
celular e aberracdo cromossdmica em linfécitos humanos. Para tanto, foi coletado
sangue periférico de 3 voluntarios, e colocados em meio RPMI, juntamente com soro
fetal bovino, fitohemaglutinina A e penicilina-estreptomicina, o qual foram incubados
a 37°C por 48 horas. Apds esse periodo foram realizados os tratamentos de
clastogenicidade e anticlastogenicidade: controle negativo (30uL de DMSO -
dimetilsulféxido), controle positivo (metilmetanosulfonato — 1pg/mL de MMS), extrato
etandlico de C. citratus (100ug/mL), extrato metandlico de C. Citratus (100ug/mL),
extrato etandlico de C. citratus + MMS; extrato metandlico de C. citratus + MMS, por
24 horas. Duas horas antes do término dos tratamentos, 0,016% de colchicina foi
adicionado as culturas para obtencéo de células em metafase. Para realizacdo do
teste de viabilidade celular, 10 uL da suspenséo celular foi reservada. As laminas
para andlise de aberragbes cromossdmicas foram preparadas por gotejamento,
coradas com Giemsa a 8% e a analise foi realizada em microscépio de luz, com
aumento final de 1000x, contando-se 100 metéfases/voluntario/tratamento. A
viabilidade celular foi superior a 99% em todos os tratamentos, indicando
inexisténcia de citotoxicidade dos extratos de C. citratus testados. de , em leucdcitos
humanos. As analises de aberracdes cromossdmicas ndo mostraram diferenca
estatisticamente significante (p>0,05), sugerindo que os extratos metandlicos e

etandlicos de C. citratus ndo protegem e também n&o induzem danos aos o DNA.

Palavras-chave: Erva-cidreira. Cymbopogon citratus. Teste de aberragdo

cromossOmica. Anticlastogenicidade. Clastogenicidade.



ABSTRACT

Known as lemon balm, lemon grass, the Cymbopogon citratus is one of the
best known plants and used popularly by its ease of cultivation, besides having
several therapeutic functions, it also has proven effects scientifically as a sedative,
analgesic, gastric exciting, antipyretic, antibacterial and among others. There are
scientific reports that show its benefits, however, there are few studies that show its
toxic effects. Thus the present study had to investigate the clastogenic and
anticlastogénic profile of alcoholics extracts of Cymbopogon citratus, through the cell
viability tests and chromosome aberration in human lymphocytes. For this purpose,
peripheral blood was collected from three volunteers and placed in RPMI medium
with fetal calf serum, phytohemagglutinin A and Penicillin-Streptomycin, which were
incubated at 37 ° C for 48 hours. Thereafter were carried out treatments of
clastogenicity and anticlastogenicity: negative control (30uL of DMSO - dimethyl
sulfoxide), positive control (methyl methanesulfonate - 1ug / ml MMS), ethanol
extract of C. citratus (100ug / mL), methanol extract of C. citratus (100ug / ml),
ethanol extract of C. citratus + MMS; methanol extract of C. citratus + MMS for 24
hours. Two hours before the end of treatments, 0.016% of colchicine was added to
the cultures to obtain cells in metaphase. To perform the cell viability test, the cell
suspension was 10uL reserved. The slides for the analysis of chromosomal
aberrations were prepared by drip, stained with Giemsa to 8% and the analysis was
performed under light microscope, with a final magnification of 1000X, counting 100
metaphases / voluntary / treatment. Cell viability was greater than 99% in all
treatments, indicating lack of cytotoxicity of the tested C. citratus extracts of human
leukocytes. The analysis of chromosomal aberrations showed no statistically
significant difference (p> 0.05), suggesting that methanol extracts and ethanol C.

citratus do not protect, nor does it induce damage to DNA.

Keywords: Lemon balm. Cymbopogon citratus. Chromosomal aberration test.

Anticlastogenicity. Clastogenicity.
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1. INTRODUCAO

1.1. MEDICINA POPULAR

A populagéo busca cada vez mais recursos naturais e mais econdémicos para
a cura, tratamento e prevencdo de doengas, utilizando plantas e ervas medicinais,
que estdo gratuitamente a disposi¢cdo na natureza; e muitas vezes, cultivadas nos
fundos dos quintais. Esta é uma das préaticas mais antiga da humanidade, buscando
sempre a facilidade. (MARINHO, 2007).

Atualmente o Brasil apresenta um significativo crescimento de praticas
utilizando plantas medicinais, pois tem favoraveis condicdes ambientais, além de
possuir um ter¢co da flora mundial. (YUNES, 1998; DI STASI, 2002). Entretanto, as
pesquisas sobre 0 uso seguro e controle na comercializagdo dessas plantas, é

iniciante, e ndo apresentam resultados concretos.

1.2. ERVA-CIDREIRA

Dentre os tipos de plantas medicinais e ervas, temos a erva cidreira, também
conhecida como cidreira, citronela, capim-cidreira, capim-santo e melissa (COSTA et
a, 2005). Essa erva pode ser usada de diversas maneiras como chas, macerada em
compressa, banhos, aromatizantes culinarios, tratamentos de feridas, insénia,
calmante, desmaios, cefaleias, entre outros. S&o plantas subarbustivas,
rizomatosas, que possuem um crescimento varidvel conforme as condi¢bes do solo
e da luminosidade (CAPIM SANTO...,2009).

O odor de suas folhas é semelhante ao liméo, contendo a presenca de 6leo
volatil de evaporagcdo média. Este por sua vez € composto por &lcoois como
citronelol, geraniol, linalol e ainda a presenga de outros componentes como citral,
neral, acido fenol carboxilico, acido citronélico, acetato geranilico cariofileno e
taninos. Pode-se obter 6leo essencial pelo processo de vaporizacdo de ervas que
séo colhidas no inicio da floragdo (FRANCO; LEITE, 2004).

As plantas medicinais apresentam inUmeros constituintes em seus extratos,

podem apresentar diferentes principios ativos quando testados, sendo que, estes
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principios ocorrem devido a presenca de compostos de classes e estruturas
diferentes (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

1.3. Cymbopogon citratus

A espécie Cymbopogon citratus (D.C) é uma dentre tantas espécies de erva-
cidreira utilizadas na medicina popular. Pertencente a familia Poaceae, é conhecida
em diversas regides do Brasil como capim-cidreira, capim-limdo, capim-cheiroso,
erva-cidreira, entre outros. JA em outras regibes do mundo € conhecida como
cymbopogonis (latim), citronnelle (francés), lemon grass (inglés), hierba limoén
(espanhol) e zitronengras (aleméao). (GOMES, 2003)

Tendo origem nas regifes tropical e semitropical da Asia, esta erva se
adaptou bem nas regides da América do Sul, América do Norte, na Africa e ainda
em outros continentes tropicais (LORENZI; MATOS, 2002). No Brasil, apresentou
bom desenvolvimento em todas as regides, mas nado resiste a geadas; se iSso
ocorre rebrota na primavera (GOMES, 2001). No México, é usada como um sedativo
(TORTORIELLO; ROMERO, 1992)

Possui longas folhas aromaticas, estreitas, agudas, asperas e com nervura
central proeminente (CRAVEIRO et al., 1981), coloragdo verde, podendo chegar a

1,2 metros de altura. (Figura 1).

Figura 1 - Cymbopogon citratus

Fonte: Google imagens
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E uma planta aromatica cultivada para producdo comercial de 6leo essencial,
conhecido internacionalmente como 6leo de Lemongrass, (6leo essencial de capim-
limdo). Este por sua vez, possui forte odor de limdo e é largamente empregado
como aromatizante em perfumaria e cosmética, na preparacdo de coldnias,
sabonetes e desodorantes, porém, seu maior emprego tem sido na industria
farmacéutica, servindo de material de partida para sintese de importantes
compostos, como iononas, metil-iononas e vitamina A (GUIMARES et at., 2008).

O Oleo essencial de C. citratus é relatado por ter uma diversidade de
atividades biol6gicas e € amplamente utilizado na medicina tradicional. No entanto,
apesar desta ampla utilizagéo, existem poucos estudos controlados que confirmam
sua atividade biologica no Sistema Nervoso Central (COSTA et al., 2011).

Na Medicina popular, C. citratus é muito utilizada devido a sua acao
calminativa, comprovada por Blanco e colaboradores (2009) que trataram animais
com 1,0 g/kg de 6leo essencial de C. citratus; e por Costa e colaboradores (2011) os
quais obtiveram resultados positivos em testes com camundongos suigos tratados
com doses de 10 mg/kg, sugerindo que os efeitos ansioliticos sdo mediados pelo
sistema GABA, sendo eficaz contra a desordem de ansiedade generalizada e

epilepsia nos procedimentos experimentais testados.

1.4. TOXICOLOGIA

Literatura sobre a toxicidade das plantas medicinais é escassa, gerando
problemas de automedicacao, j& que ndo se conhece o perfil toxico dessas. 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).

A toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de salde publica. Os
efeitos adversos, possiveis adulteracfes e toxicidade, bem como a acdo sinérgica
(interagdo com outras drogas) ocorrem comumente. As pesquisas realizadas para
avaliagcdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterdpicos no Brasil ainda s&o
incipientes, assim como o controle da comercializagdo pelos 6rgdos oficiais em
feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais. (VEIGA ; PINTO;
MACIEL, 2005).
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A toxicidade é relacionada com a detec¢do, composicdo quimica e agao
bioldgica de substancias toxicas podem ser consideradas como a capacidade de ser

prejudicial, causando dano grave ao organismo (BARROS; DAVINO, 2008)

1.5. MUTAGENESE

Os agentes causadores de mutacdes s&o conhecidos como agentes
mutagénicos, onde apresentam capacidades de gerar mutagbes quando s&o
expostos as células, ou seja, causam danos ao material genético, o DNA, o qual nédo
sofre reparagéo no processo de replicagéo celular, passando assim de geracgéo para
geracdo celular. Estas mutagbes podem ser provocadas, por agentes fisicos,
quimicos e biolégicos. (MELDAU, 2006)

Estes agentes mutagénicos podem causar dois tipos diferenciados de danos
no material genético: aberragcdes cromossémicas estruturais (clastogénicas); ou
interferir no processo de formagdo do fuso mitético (aneugénicas), provocando
aneuploidias. Além desses tipos, entende-se genotoxicidade como qualquer dano
causado a molécula de DNA. (RABELLO; RODRIGUES; MONTELEONE, 1991).

As mutacdes distinguem-se das aberragbes por serem alteracdes a nivel de
ponto, envolvendo a eliminagcdo ou substituicdo de um ou poucos nucleotideos da
fita de DNA. Fatores responsaveis por malformagfes congénitas, ou seja, por
defeitos morfologicos ou funcionais que podem ser visiveis ao nascimento ou que
podem manifestar-se posteriormente. Os agentes teratogénicos, como radiagoes,
infeccdes maternas, consumo de &lcool, nicotina, certos medicamentos e outras
drogas atuam durante a gestacao, isto é, na formagédo do novo ser vivo, produzindo
anomalias. No entanto, s6 de uma parte das muitas malformag¢des congénitas se
identifica o fator responsével, pois muitas resultam de varios fatores em simultaneo,
designando-se de multifatoriais, ou sdo de causa desconhecida. A carcinogénese
consiste em um processo de alteracdes genéticas apds contato celular com agentes
fisicos, quimicos ou bioldgicos. Esta interagdo pode culminar em manifestacdes de
fenotipos malignos celulares (CANISELLA, 2014).
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1.5.1. Aberragbes cromossdmicas

Aberragcbes cromossOmicas sao alteragbes estruturais ou alteragoes
numéricas nos cromossomos. As alteragcbes estruturais séo visiveis
microscopicamente e podem ocorrer em um ou mais cromossomos, onde se envolve
a perda, ganho ou inversdes de segmentos, sendo classificadas em diferentes
grupos: delecdo, translocacédo, duplicacdo e inversdo (Figura 2). Nas alteragbes
numeéricas ocorre 0 aumento ou a diminuicdo do nimero de cromossomos, alterando
o cariétipo normal da espécie humana (46 pares de cromossomos) sendo

classificadas em dois grandes grupos, euploidias e aneuploidias (FONSECA, 2015).

Figura 2 - Mutagfes cromossOmicas estruturais:
a) inversao; b) translocacéo; c) delegé&o; d) duplicacéo.

o o

| e @ e i b

e

e -

a. Inverséo

o o

a o

gy, g
Fonte: CASTILLO (2012)

A Figura 2, mostra na letra A inversédo, onde os cromossomos sofrem uma
guebra e uma rotacdo de 180° se invertendo no momento da soldagem, ocorrendo
assim alteracdes da ordem dos genes e o0 pareamento dos cromossomos homdélogos
na meiose. Na letra B, observa-se uma translocagc&o onde se trata de uma troca de
segmentos entre cromossomos ndo homélogos, a translocagéo reciproca na qual
ocorre uma troca em apenas um elemento de cada par. Ja a letra C apresenta uma

delecéo, que pode ocorrer em um segmento do cromossomo, o qual sera perdido na
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proxima divisdo celular. Por fim a letra D apresenta a duplicacdo onde ha a formacao
de um segmento adicional em um dos cromossomos (CASTILLO, 2012)

Estas alteracdes ocorrem durante a interfase, fase do ciclo celular onde os
cromossomos estdo mais estendidos, com o metabolismo ativo e dispostos a
variagdes do ambiente, o qual provoca rupturas nas suas estruturas. No entanto,
devem ser analisadas utilizando uma microscopia de luz, em metafase, fase do ciclo
celular na qual o DNA esta altamente compactado, podendo assim ser observado na

forma de cromossomo.

1.5.2. Erva-cidreira e genética toxicolégica

A literatura apresenta alguns estudos com Cymbopogon citratus, mas Sao
poucos os relatos de potenciais clastogénicos e anticlastogénicos. (LOPEZ;
STASHENKO; FUENTES, 2011)

Em um estudo de farmacologia da C. citratus, foi feita a administracao diaria,
por via oral, durante 2 meses, de uma infusédo preparada a partir de folhas de C.
citratus em ratos adultos, em doses maiores do que a dosagem correspondente
estimada para humanos. Os ratos ndo apresentaram a inducdo de qualquer efeito
toxico, também foi observado o mesmo efeito em ratos machos e fémeas e em sua
prole, quando a infusdo foi administrada antes do acasalamento ou durante a
gestacdo. (FORMIGONI et al., 1986)

Recentemente, foi demonstrado que o citral inibe fortemente a atividade do
complexo CYP2B60 hidroxilase, assim como a sintese de alfatoxinas B1,
micotoxinas envolvidas na carcinogénese géstrica. O citral, a carvona e o limoneno
tém mostrado propriedades protetoras in vitro e in vivo. (LOPEZ; STASHENKO;
FUENTES, 2011).

Algumas plantas comumente utilizadas pela populacdo podem apresentar
atividades genotoxicas, torna-se oportuna a realizagdo de pesquisas visando
conhecer a genotoxicidade das mesmas, (FONSECA; PEREIRA, 2004), desta forma,
€ de extrema importancia avaliar os efeitos genotoxicos de Cymbopogon citratus,
pois € necessario manter a populacéo informada sobre os efeitos causados por esta

espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades clastogénica e anticlastogénica de extratos alcoolicos de

Cymbopogon citratus (D.C), in vitro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar a inducdo de aberragbes cromossOmicas, pelos tratamentos com
extratos etanolico e metandlico de Cymbopogon citratus (D.C), em cultura de

linfécitos humanos;

b) Observar o efeito anticlastogénico dos tratamentos com extratos etandlico e
metandlico de Cymbopogon citratus (D.C), perante a inducdo de danos por

metilmetanosulfonato, em cultura de linfécitos humanos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho € um subprojeto do projeto “Anti/Clastogenicidade de duas
espécies de erva-cidreira: Lippia alba e Melissa officinalis”, que foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Institucional (CEP/USC No. 382.227). Para realizag&o
do trabalho, foram coletadas amostras de sangue periférico de 6 individuos adultos e
saudaveis, de ambos o0s sexos, que aceitaram participar do projeto, apos
esclarecimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE), elaborado de acordo com a Resolugao 466/12.

3.2.  MATERIAL BOTANICO

O material boténico de Cymbopogon citratus (partes aéreas) foi obtido, ja
desidratado, da empresa Nutri Ervas Ind. e Com. Ltda Me - CNPJ: 06.050.815/0001-
61. Os extratos metandlico e etandlico, utilizados neste trabalho, foram previamente
preparados pela Bidloga Thais Bernardes de Queiroz, no Laboratério de Controle
Fisico-quimico de Medicamentos, localizado na Universidade do Sagrado Coragéo
(USC), na cidade de Bauru, estado de Sao Paulo, segundo Zelnick et. al. (1977), sob
supervisdo do Prof. Me. Fernando T. A. Neves, procedendo a mistura 100 g de
planta desidratada com 1000 mL de alcool (etanol ou metanol). A extracdo dos
principios ativos foi feita por maceragdo em agitador magnético (Tecnal TE-0851),
com velocidade em 90% e temperatura entre 29-30°C, durante 4 horas. O volume
total do extrato foi filtrado com o auxilio de uma bomba de vacuo (Prismatec), e o
produto final foi separado em cépsulas de porcelana, mantidas em capela com
circulagédo de ar forcado, para secagem. Dentro da mesma, foi adicionada silica em
gel azul de 4 a 8 mm, para contribuir na absor¢cdo da umidade. Apos secagem em
capela, as capsulas contendo os extratos etandlico e metandlico de C. citratus foram
mantidas em dessecador. Posteriormente, os extratos foram removidos das capsulas
com o auxilio de espétula e diluidos em dimetilsulféxido (DMSO), para realizacdo

dos tratamentos.
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3.3. CULTURA CELULAR

A cultura de linfocitos foi obtida a partir de sangue total de 3 voluntérios adultos e
saudaveis, de ambos os sexos, na faixa etaria de 20 a 35 anos, sem histérico de
doencas recentes, ndo-fumantes, sem exposicdo recente a radiagbes ou
medicamentos, no periodo de 2013 a 2014. Foram coletados 7 mL de sangue
periférico em seringa descartavel heparinizada. Apos a coleta, a seringa foi deixada
em posicao vertical, evitando o calor e agitagdo, a fim de prevenir hemdlise.

Em um frasco de cultura contendo 4 mL de meio RPMI 1640 com Hepes
(Cultilab, Brasil), 1 mL de soro fetal bovino (Inativado, estéril, isento de mycoplasma
— Cultilab, Brasil), 100 pL de fitohemaglutinina A (Gibco, USA, Cat.# 10576-015), e
100 pL de penicilina-estreptomicina (Gibco, USA, Cat.# 15140-148), adicionou-se
aproximadamente 0,5 mL de sangue periférico, o qual foi incubado a 37°C em estufa
(502 FANEM - Sé&o Paulo — Brasil), por 48 horas. Apos esse periodo, os tratamentos

de clastogenicidade e anticlastogenicidade foram realizados.

3.4. AGENTE INDUTOR DE DANOS NO DNA

Para a inducdo de danos no DNA utilizou-se o agente alquilante, de acéao direta
Metilmetanosulfonato — MMS (CAS: 66-27-3, SIGMA- ALDRICH, USA) (Figura 3),
que atua diretamente no material genético, causando aductos de DNA, pela adi¢édo
de grupos metil, preferencialmente em 7-guanina, mas também em 3-adenina e 3-
guanina, sem necessidade de metabolizagdo prévia. (SIGMA-ALDRICH, 2013). A
solug&o estoque é preparada em solucdo tampao fosfato (PBS), livre de Ca*"e Mg*,
pH 7.4, estéril. A concentracdo final em cultura foi de 1pg/mL, estabelecida em
testes pilotos.

Figura 3 - Estrutura Molecular de Metilmetanosulfonato.

O O
\\%/

H3C/S\OCH3

Fonte: Sigma-Aldrich (2013).
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3.5. TRATAMENTOS

Os tratamentos sub-citados foram realizados simultaneamente por 24h.

a) Controle Negativo (30 pL de DMSO);

b) Controle Positivo - Agente Indutor de Dano (1 pg/mL de MMS);

c) Extrato etandlico de Cymbopogon citratus (100 pg/mL);

d) Extrato metandélico de Cymbopogon citratus (100 pg/mL);

e) Extrato etandlico de Cymbopogon citratus + MMS (100pg/mL +
1pg/mL de MMS);

f) Extrato metandlico de Cymbopogon citratus + MMS (100pg/mL +
1pg/mL de MMS);

3.6. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusé@o por Azul de Trypan
(Gibco, USA, Cat.# 15250-061), um corante que penetra no interior das células que
perderam a integridade da membrana plasmatica. (MASCOTTI; MCCULLOUGHI;
BURGER, 2000). Dez microlitros da suspensdo celular foram coletados e
adicionamos a 90uL de meio RPMI 1640 com Hepes. Posteriormente, foram
coletados 10uL desta suspensao celular, juntamente com 10uL do corante Azul de
Trypan, que foram dispensados em Cémara Neubauer (Labor Optik). A contagem
das células coradas e ndo coradas em azul foi realizada e o célculo baseado no
percentual da divisdo do nimero de células ndo coradas (vivas) pelo namero total de

células contadas (coradas e néo coradas) (CURY, 2005).

3.7. TESTE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Uma hora e trinta minutos antes de completar as 72 horas de incubacao, aplicou-
se 100pL de Colchicina 0,016% (CULTILAB, BRASIL) em cada frasco de cultura. Os
frascos foram homogeneizados e devolvidos a estufa, 37°C, até completar as 72
horas. Os procedimentos para a colheita e a fixagéo foram baseados em Wu, Zheng

e Hsu (2005), com modificagBes. Ao término da colheita e fixacdo, o material foi
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armazenado a -4°C, até o momento da andlise. A andlise foi realizada em
microscopio de luz, contando 100 metéfases por tratamento/voluntario, analisando o

ndmero e a integridade cromossdémica.

3.8. INDICE MITOTICO

Para andlise do indice mitético (IM), o qual tem a funcdo de analisar a
proliferacdo adequada das células, (FACHINETTO et al., 2007), foram contadas
1000 células em microscopio de luz com aumento de 400x, diferenciando células em
interfase de células em metafase. O IM foi obtido através da equacao IM=m/T x 100.
Sendo que:

m = nimero de células em metéfase

T = nimero total de células (metafases + interfases)

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a analise estatistica descritiva dos dados e as comparacdes

entre os grupos foram feitas por t-Student, seguindo critérios de normalidade.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na analise de viabilidade celular pelo método Azul de
Trypan mostraram uma viabilidade superior a 99% nos tratamentos com extratos
metandlico e etandlico de Cymbopogon citratus, indicando inexisténcia de

citotoxicidade de ambos, em linfécitos humanos (Tabela 1).

Tabela 1- Avaliagdo de citotoxicidade dos extratos metandlicos e etandlicos de Cymbopogon citratus
(DC) Stapf (100 pg/mL) em linfécitos humanos, pelo Método de Exclusao de Azul de Trypan.

Citotoxicidade

Tratamentos
Média +DP

Controle Negativo (DMSO) 99,98 + 0,027 "
Controle Positivo (MMS) 100,00 + 0,000 ™
Clastogenicidade
EE C. citratus 99,97 + 0,026 ™
EM C. citratus 100, 00 + 0,004 "
Anticlastogenicidade
EE C. citratus 99,99 + 0,006 "
EM C. citratus 99,99+ 0,05

DMSO, dimetilsuféxido (30 pL); MMS, metilmetanosulfonato (1 pg/mL); EE, extrato etandlico
(100ug/mL); EM, extrato metanolico (100pg/mL); DP, desvio-padrdo; " Teste t-Student pareado,
bicaudal, néo significativo, (p>0,05).

Fonte: elaborado pelo autor

Na figura 3 é possivel verificar as células vidveis (ndo coradas) e as inviaveis
(coradas em azul), pelo método de coloracéo por Azul de Trypan.

Experimentos realizados utilizando extratos de C.citratus, como marcador de
estresse oxidativo (atividade peroxidagdo), em macrofagos alveolares murinos
estressados com lipopolissacarideo, mostraram que, até mesmo quando
administrada em dose alta, C. citratus reduziu marcadores de inflamacéo e foi capaz
de restaurar a integridade da membrana mitocondrial, sugerindo, o seu potencial
anti-inflamatdério, antioxidante e citoprotetor. (TIWARI ;DWIVEDI, 2010).
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Figura 3 — Teste de Azul de Trypan em leucécitos
humanos. Células incolores sdo viaveis e célula
corada em azul é inviavel. Aumento final: 400x
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Fonte: Arquivo do laboratdrio.

Ja Ravinder e colaboradores (2010), mostraram que extrato etandlico de
C.citratus apresenta atividade antimutagénica em varios modelos, além de retardar
os crescimentos de células de fibrossarcoma transplantado em ratos, sendo
associado a prevencdo de metastase pulmonar. O extrato da planta demonstrou a
inibicdo sobre a formagao de adutos de DNA induzidos por azoximetano e de focos
criptas aberrantes, em colon de ratos. Apresentou ainda, efeitos inibitérios sobre a
fase precoce de hepatocarcinogenese, apos a iniciagdo com dietilnitrosamina em
ratos machos.

O indice mitdtico variou de 7,5+3,43 (média + desvio padrdo) nos tratamentos
com extrato etandlico de C. citratus a 21,15 + 12,33 no controle positivo, indicando
baixa reproducdo celular, entretanto, esse baixo indice mitético ndo deve ser
atribuido a efeitos dos tratamentos, visto que n&o foi observada diferenca
significativa (p>0,05) (Tabela 2). Os resultados da andlise de aberracdo
cromossbmica também foram observados na Tabela 2. O controle positivo
apresentou (média + desvio padrdo) 4,67+1,77 metafases alteradas e o controle
negativo; 1,33+1,77 metafases alteradas, sendo que a andlise estatistica foi
significativa (p=0,0317), ou seja, mostrou que a agdo do metilmetanosulfonato foi
efetiva. J4 a analise de genotoxicidade ndo apresentou resultados estatisticamente
significativos, indicando a auséncia de efeitos clastogénicos dos extratos metandlico
e etandlico de C. citratus em linfoécitos humanos. Para a andlise de
anticlastogenicidade foi obtido a mesma conclusdo, tanto no extrato etandlico
associado ao MMS (6,00+2,00), quanto no extrato metandlico associado ao MMS
(5,00+2,00), ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante (p>0,05).
Portanto, este resultado indica que os extratos etandlico e metandlico ndo sao

protetores ao DNA perante a indugéo de danos por MMS.
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Vinitketkumnuen e colaboradores (1994) mostraram que a extrato etandlico
de C. citratus ndo induziu mutagdes em Salmonella typhimurium, com ou sem
alteracbes metabdlicas. Mais, no entanto, no extrato foi encontrado propriedades
antimutagénicas, onde houve uma indu¢é@o quimica de mutagéo, onde as mutacdes
de AFB1, Trp-P-1, Trp-P2, Glu-P-1, Glu-P-2, IQ, entre outras foram inibidas nos
tratamentos com extrato de capim limdo, de maneira dose-dependente, mas mesmo
assim nao foi encontrada nenhuma atividade de mutagénica.

Kauderer e colaboradores (1991) testaram o beta-mirceno (componente do
6leo essencial de C. citratus), em células de mamiferos in vitro, onde mostrou que
na presenca e na auséncia de S9-mix ndo houve a inducdo de aberracéo
cromossOmica, nem indicagéo de citotoxidade

Portanto, os dados dos estudos citados acima sdo semelhantes com os
obtidos no presente trabalho, visto que ndo induzem aberragbes cromossGmicas em
células normais, como nosso modelo experimental.

Guimarées e seus colaboradores (2011) avaliaram a atividade antioxidante e
os efeitos fungitoxicos do 6leo essencial de capim limdo e do seu citral, sobre a
inibicdo dos fitopatégenos onde foi realizada a atividade antioxidante empregando
um método de reducgéo de radical livre, DPPH, e 0 ensaio de oxidag&o do sistema B-
caroteno/acido linoleico. O Oleo essencial e o citral mostraram uma pequena
atividade antioxidante para radicais estaveis de DPPH, mas em contato com o (-
caroteno/acido linoleico apresentaram uma atividade significativa. Pode ser
constatado também que o citral causou maiores inibicdes miceliais, para todos os
fitopatdgenos.

Estudo semelhante foi realizado por Morais e colaboradores (2009), que
através do radical livre DPPH em solugdo metandlica, analisaram a acéo
antioxidante de chas e condimentos de grande consumo no Brasil. Onde foram
analisadas varias espécies de plantas medicinais, inclusive C. citratus, onde mostrou
uma néo eficiéncia na utilizagao do radical livre DPPH.

Portanto, os estudos acima podem ser justificados, pela C. citratus néo
apresentar uma facilidade em doar hidrogénio pela parte dos seus compostos, para
neutralizar o radical DPPH. Estes estudos se encaixam no projeto proposto devido
anticlatogenicidade, que pode estar relacionada com os compostos antioxidantes

presentes no extrato da C. citratus.
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Tabela 2 - Avaliacdo de aberracao cromossdmica em leucdcitos humanos na avaliagdo de clastogenicidade e anticlastogenicidade de extratos metandlicos

e etandlicos de Cymbopogon citratus (D.C)

indice Mitotico

Células com Aberracao

Tratamentos (%) cromossOmica Tipos de Aberragdes Cromossodmicas
Média + DP Média + DP
Controle Negativo (DMSO) 17,82 + 9,68 1,33+1,77° 2 QCT, Re, QCM
o b 3 QCT, 4Re, 4QCM, 1Quebra na regiao do
Controle Positivo (MMS) 21,15 412,33 4,67+1,77 _
centrébmero, 3 Gap, 1 Dic
Clastogenicidade
EE C. citratus 15,7 £ 16,14 6,00+1,33 @ 11 Re, 4 Gap, 4 QCT,
_ 1 Quebra centrébmero, 12 Re, 2 QCT, 2
EM C. citratus 7,5+3,43 7,00+1,33 2
Gap, 1 Anel
Anticlastogenicidade
EE C. citratus + MMS 9,46 + 4,84 6,00+2,00 P 11 Re, 1 Gap, 2 QCT, 1 Anel, 2 QCM
EM C. citratus + MMS 14,53 + 10,7 5,00+2,00° 10 Re, 3 Gap, 3 QCM, 1 Anel

DMSO, dimetilsufoxido (30 pL); MMS, metilmetanosulfonato (1 pg/mL); EE, extrato etandlico (100ug/mL); EM, extrato metandlico (100ug/mL); DP, desvio-

padrgo; * °

Teste t-Student pareado, unicaudal, tratamentos seguidos da mesma letra ndo apresentam diferenca estatisticamente significante (p>0,05);

tratamentos seguidos de letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente significante (p<0,05). QCM, quebra cromossémica; QCT, quebra

cromatidica; Anel, cromossomo em anel; Re, rearranjo cromossémico; Gap, Gap cromossémico; Dic, Cromossomo dicentrico.

Fonte: elaborado pelo autor
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5. CONCLUSAO

Os estudos descritos nesse trabalho mostraram que os extratos metandlicos e
etandlicos de C. citratus, em presenca de indutores de danos como a
metilmetanosulfonato, ndo protegem o DNA, entretanto, também néo induzem danos
aos cromossomos. Portanto estes extratos ndo apresentam atividades
clastogénicas, tampouco, anticlastogénicas. Entretanto, dados da literatura indicam
que ndo ha inducdo de aberragbes cromossbmicas por extratos de C. citratus,
quando testados, podendo ser um indicativo de novas realizagbes de estudos que
esclarecam os potenciais citoprotetores e antimutagénicos de C. citratus, para que
sejam utilizados sem que se tornem riscos potenciais a satde humana.

Estudos sugerem ainda, que componentes antioxidantes presentes em algumas

plantas podem ser indicativos de efeitos anticlastogénicos.
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