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RESUMO

Melissa officinalis € uma planta conhecida mundialmente, devido ao seu
potencial antiviral, carminativo, anticolérico, ansiolitico, hipotensor, antitumoral, entre
outras. E amplamente utilizada nas industrias alimenticias e farmacéuticas como
planta medicinal, em chas, infusdes e 0Oleos. Devido a escassez de estudos que
avaliam a acdo mutagénica, esse trabalho tem como finalidade investigar o efeito
clastogénico e anticlastogénico dos extratos metandlico e etandlico de M. officinalis,
em teste de aberragdo cromoss6mica e viabilidade celular em linfécitos humanos.
Para tal, foram coletados 7 mL de sangue periférico de 6 voluntarios com uma
seringa heparinizada, sendo colocados em meio RPMI, em conjunto com o soro fetal
bovino, fitohemaglutinina A e penicilina-estreptomicina, e incubados a cerca de 37°C
por 48 horas. Posteriormente, foram iniciados os tratamentos de clastogenicidade e
anticlastogenicidade, que consistiam no controle negativo (30uL de DMSO -
dimetilsulféxido), controle positivo (metilmetanosulfonato — 1pug/mL de MMS), extrato
etandlico de M. officinalis (100pg/mL), extrato metandlico de M. officinalis
(100pg/mL), extrato etandlico de M. officinalis + MMS; extrato metandlico de M.
officinalis + MMS, realizados simultaneamente por 24 horas. Para a conservagéo
das células em metéafases, foi adicionado 0,016% de colchicina antes do término dos
tratamentos. Cerca de 10 uL da suspenséo celular foram coletados para a realizagéao
da viabilidade celular através do método de exclusdo de Trypan, com a contagem
das células ndo-coradas (vivas) divididas pelo total de células contadas (coradas e
ndo-coradas). O preparo das laminas de aberragdes cromossomicas foi realizado
com Giemsa a 8% e a analise feita em microscopia de luz, com aumento da objetiva
de 1000X, contando 100 metafases com 46 cromossomos, apresentado alteracfes
ou ndo, por voluntario/tratamento. Os resultados apresentaram uma viabilidade
celular superior a 99% em todos os tratamentos, sem a existéncia de citotoxicidade
dos extratos de M. officinalis. As andlises de aberrag6es cromossdmicas indicaram
que o extrato etandlico de M. officinalis ndo possui agéo clastogénica e nem efeito
anticlastogénico, n&o apresentando diferengas significativas no teste t-Student.
Enquanto que o extrato metandlico apresentou clastogenicidade, mas n&o potencial
anticlastogénico.

Palavras-chave: Erva-cidreira. Melissa officinalis. Teste de aberracdo
cromossOmica. Clastogenicidade. Anticlastogenicidade.



ABSTRACT

Melissa officinalis is a world-renowned plant because of your antiviral
potential, carminative, anti-angry, anxiolytic, hypotensive, anti-tumour, among others.
Largely utilized in food and medicine industry as medicinal plant, in teas, infusions
and oils. Due the scarcity of study that evaluate the mutagenic action, this work has
the finality to investigate the clastogenic and anticlastogenic effect of M. officinalis, in
the methanolic and ethanolic extracts, in chromosomal aberration test and cellular
viability in human lymphocytes. For it were collected 7 mL of peripheral blood of 6
volunteers with heparinized syringe, being inserted in RPMI, together with fetal
bovine serum, phytohemagglutinin A and Penicillin-Streptomycin, and incubated in
the fence of 37°C for 48 hours. Starting after it, the treatment of clastogenicity and
anticlastogenicity, that consist in the negative controle (30yL DMSO -
dimethylsulfoxide), positive control (metilmetanosulfonato - 1ug / ml MMS), ethanol
extract of M. officinalis (100ug / L), ethanol extract of M. officinalis (100ug / ml),
ethanol extract of M. officinalis + MMS; methanol extract of M. officinalis + MMS,
performed simultaneously during 24 hours. For the cells conservation in metaphase,
was added 0,016% of colchicine before the end of treatments. About 10 uL of the
cellular suspension was collected for the realization of cellular viability test through of
Trypan exclusion method, with count of non-stained cells (living) divided for the total
of cells counted (stained and non-stained). The preparation of the slides of
chromosomal aberrations was realized with Giemsa 8% and the analyse done in light
microscopy, with increased of objective lens of 1000X, counting 100 metaphase with
46 chromosomes, presenting changes or not, per volunteer / treatment. The results
show one cellular viability superior to 99% in all the treatment, without the existence
of cytotoxicity of the M. Officinalis extracts. The analyses of chromosome aberration
has showed that the ethanoic extract of M. officinalis does not have clastogenic
action and neither anticlastogenic effect, does not showing any significant difference
in the t-Student. While the methanoic has showed clastogenic action, but not
anticlastogenic.

Keywords: Lemon balm. Melissa officinalis. Chromosomal aberration test.
Clastogenicity. Anticlastogenicity.
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1 INTRODUCAO

Existem plantas que sé&o utlizadas dentro da medicina popular como
remédios caseiros, sendo empregadas como chés, ou na forma de pos e alimentos.
Uma das plantas mais utilizadas € a Melissa officinalis, popularmente conhecida
como erva cidreira, que é utilizada mundialmente, devido a sua acdo antiviral,
carminativa, anticolérica, ansiolitica, hipotensora, antitumoral e neuroprotetora.
Utilizada na maioria das vezes através de infusbes das suas folhas, e com consumo
descomedido. O que pode ser um problema, pois quando utilizada em excesso pode
acarretar algumas consequéncias para a saude; da mesma maneira que 0 uUso em
baixas concentragdes nédo atingem os efeitos esperados.

Além de ser utilizada na medicina popular, também pode ser empregada
como fitoterapico, que consiste na industrializacdo da planta medicinal com o intuito
de obter um medicamento no final do processo. Enquanto que as plantas medicinais
sdo passadas através das geraces, sendo classificada como uma tradicdo de uma
determinada comunidade.

Dentre as plantas medicinais existem algumas que possuem potencial
clastogénico, ou seja, podem atuar no DNA, ocasionando altera¢des estruturais,
classificadas em: quebras cromossdmicas, quebras cromatidicas, cromossomos em
anel, cromossomos dicéntricos, rearranjos complexos e double minutes. Por outro
lado existem plantas medicinais com potencial anticlastogénico, desta forma
prevenindo danos ao material genético e consequentemente possiveis doencas a
longo prazo, causadas por acimulos de danos ao DNA.

Para estudar as mutacdes e o potencial mutagénico, a genética possui uma
area especifica, conhecida como genética toxicolégica, que também estuda o
desenvolvimento de cancer devido & presenca constante de mutagbes. Uma
ferramenta utilizada por esta ciéncia é o teste de aberragcdo cromossdmica, que
torna possivel determinar o potencial clastogénico e anticlastogénico de oOleos,
extratos, solucdes, entre outras substancias. Sendo assim, através desta técnica €
possivel analisar os extratos metandlicos e etandlicos da M. officinalis, verificando se
0S mesmos apresentam potencial clastrogénico ou anticlastogénico através da
quantificacdo das alteragcBes encontradas nas metafases, em cultura de linfécitos
humanos in vitro.

Levando em conta o grande consumo da Melissa officinalis e a escassez de
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trabalhos realizados com o intuito de avaliar seu potencial de protecdo ou
degeneracdo ao DNA este trabalho tem como principal objetivo avaliar tais
potenciais da mesma; para assim, auxiliar a populacdo através da verificagdo da
seguranca do consumo desta planta e também de uma melhor conscientizacdo dos

efeitos provocados pela mesma no organismo humano e em seu material genético.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo literaria deste trabalho foi baseada na analise exploratdria de dados
acerca da Melissa officinalis, tais quais, a elucidacdo de termos utilizados na
medicina popular, como fitoterapicos e plantas medicinais; além de efeitos nocivos
da mesma, sejam causados devido ao seu mal uso ou nédo; assim como seus efeitos
benéficos. Além de temas correlatos a mutacdes estruturais, encontradas no teste

de aberra¢des cromossdmicas, e a relacao da toxicologia com a genética.

2.1 Melissa officinalis

Melissa officinalis se encontra dentro da familia Lamiaceae, e é caracterizada
pelo odor semelhante ao liméo, que se torna mais evidente quando a planta é seca.
(REIS et al.,, 2009), devido a presenca do citral, um metabdlico secundario.
(COLUSSI et al., 2011). Segundo Mengue (2001), ela pode atingir aproximadamente
80 cm de altura, com a presenca de folhas opostas e ovaladas, com cerca de 7 cm
de comprimento e bordas dentadas.

M. officinalis € uma planta largamente utilizada pela populacdo de todo o
mundo e dependendo da regido, é conhecida por diferentes nomes populares: erva
cidreira verdadeira, cha de franca, cidrilha, cha de tabuleiro, citronela, citronela-
menor, erva-luisa, limonete, melitéia, salva-do-brasil, melissa romana. (MEIRA;
SOUZA; MARTINS, [20107]), “[...] anafa, cidreira, capim cheiroso, capim-cidreira,
jacapé, melissa (ltélia), melisa (Argentina), toronjil, lemon balm (Inglaterra), mélisse
(Franga).” (KRAUSE, [20127]).

O principal composto encontrado na porcentagem de (2-40) é o citronelal,
seguido do composto citral - constituido da mistura de neral e geranial (10-30 %) - e
em menor quantidade o B-cariofileno, germancreno D, ocimeno e citronelol. (SILVA
et al., 2005). Através da pesquisa da “Analise do perfil de Oleos essenciais de
Melissa officinalis (Lamiaceae)” foi comprovado que as substancias majoritarias
encontradas através do método de cromatografia foram o neral e geranial, assim
como estava descrito na literatura. (DUARTE; MOMESSO, [20097]).

Segundo estudos realizados com humanos, a Melissa officinalis tem
propriedades que contribuem para a melhora do humor e do desempenho, em doses

moderadas; assim como também é benéfico para combater o stress, sem todavia,



13

afetar a atividade cognitiva. Nao houve nenhum efeito colateral durante o
experimento. (KENNEDY; LITTLE; SCHOLEY, 2004). Como elucidado por Krause
([20127]) a Melissa officinalis € muito utilizada dentro da medicina popular, tendo seu
foco principal no tratamento de insdnia, como carminativo, colerético, para inibir a
tiredide e como hipotensor. Além disso, o extrato de M. officinalis possui acdo
antiviral, capaz de inibir HIV-1. (GEUENICH et al., 2008).

A maioria das plantas possuem capacidade antioxidante gerada por
compostos fendlicos, capazes de eliminar radicais livres. (KAMDEM et al., 2013).
S&o vérias as fungdes dos compostos fendlicos nas plantas, tais quais, a capacidade
de produzir substéncias quimicas para a sua protecdo, contra raios ultravioleta,
insetos, bactérias, controle de horménios vegetais além de servir na polinizacdo ao
atrair animais. (MUZELL, 2006). Segundo Gazola, a Melissa officinalis apresenta em
seu extrato aquoso, compostos fendlicos, tais como, alcaléides, taninos e
flavondides, que contribuem para seu efeito hipotensor. E essas substancias
também estdo relacionadas aos resultados. Ratos foram submetidos a
administragdo dos extratos de Melissa officinalis apresentaram reducéo da
frequéncia cardiaca, mas a for¢ca de contracdo ndo foi afetada. (GAZOLA et al.,
2004). Tanto o extrato de Melissa officinalis subsp. officinalis como o da Melissa
officinalis subsp. inodora, quando em alta concentragéo, apresentam protegao contra
a oxidagao por ferro. Entretanto, com a incorporagdo de um catalisador, o EDTA
(acido tetraacético), a atividade antioxidante é aumentada. (MARONGIU et al.,
2004).

O é&cido rosmarinico estd presente na M. officinalis, em doses baixas,
possuindo acgdo ansiolitica, todavia sem efeitos colaterais significativos, como:
alteragbes na memoria de curto e longo prazo, capacidade locomotiva e
desmotivacao, sintomas comuns em outros ansioliticos. (PEREIRA et al., 2005).

Vérias sdo as pesquisas acerca das propriedades da Melissa officinalis,
sendo uma delas a verificagdo de sua capacidade de protegdo contra a apoptose
induzida pelo efeito do ecstasy, indicando uma possivel utilizagdo no tratamento de
doencas degenerativas. (HASSANZADEH et al, 2010). Como investigado
previamente através de um estudo randomizado, o extrato foi eficaz no tratamento
de casos de Alzheimer moderado, além de descrita a sua capacidade sedativa.
(AKHONDZADEH et al., 2003) e potencial antitumoral em cancer de mama,

induzindo a apoptose nas células tumorais. (SARAYDIN et al., 2012).
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2.2 FITOTERAPICOS E MEDICINA POPULAR

Tal qual elucida a ANVISA ([20067?]), os fitoterapicos ndo sdo o mesmo que
ervas medicinais, sendo que os fitoterapicos séo o resultado da industrializacéo da
planta medicinal, com o intuito de obter o0 medicamento como produto final, evitando
as contaminagbes por microorganismos, agrotoxicos e algumas substancias
estranhas, enquanto que a medicina popular é tida como o uso de plantas
medicinais, através da tradicdo do seu uso como remédio em uma comunidade,
sendo preciso conhecer os procedimentos para a sua colheita e preparo.

Varios fatores induzem ao uso de plantas medicinais, como o alto preco de
medicamentos e os efeitos colaterais que estes provocam. Mas, também é preciso
levar em consideragdo que o pensamento de que o natural € benéfico a saude é
errdneo. (SILVA; SOUZA; CORTEZ, 2009), pois desde antigamente as plantas sao
utilizadas devido a sua produgé@o de veneno e potencial toxico, que desenvolvem
com o intuito de se proteger de seus predadores. (MENGUE; MENTZ; SCHENKEL,
2001).

Outro fator a ser levado em consideragdo € a importancia da utilizacdo da
dosagem correta do fitoterdpico, pois quando utilizados em altas concentracdes
podem provocar problemas a saude, como alteragfes na presséo arterial, problemas
no sistema nervoso central, figado e rins, podendo levar de acordo com a
concentragdo, em internacdo ou até a morte. (ANVISA, [20067]).

Fatores como estes elucidam e evidenciam a necessidade de um
conhecimento acerca das plantas medicinais utilizadas, fator esse que pode néo
existir como demonstra a pesquisa realizada por Arnous (2005), em que a
comunidade rural entrevistada, tomou conhecimento das plantas medicinais, na
maioria dos casos, com pais e avés, e adquiriram o habito de plantar em seus
jardins ou quintais; ou mesmo os obtém atraveés dos vizinhos de seus quintais para o
preparo do cha.

Dentre as plantas comumente utilizadas em medicina popular, a M. officinalis
goza de posicao de prestigio, como mostra Bett (2013), em seu trabalho realizado
com a populagdo do Municipio de Galvdo (Santa Catarina), através de entrevistas
com a entrega de formulario. Constatou que a M. officinalis € uma das plantas mais
utilizadas para o tratamento de ansiedade, com uma porcentagem relativa de 9,1%,

dos 121 entrevistados, precedida somente pela Cymbopogon citratus, Citrus
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limettioides e Matricaria chamomilla. Nessa pesquisa também analisou as partes das
plantas utilizadas: para M. officinalis, a populagdo emprega somente as folhas.
Como demonstra Silva (2012), a M. officinalis é preparada por infusdo, com a
utilizacdo das folhas e ramos, para o tratamento de pressao alta, gripe, febre, males
do estdbmago e como calmante, atraves da sua ingestdo pelos moradores de bairros

da zona oeste de Cuiaba em Mato Grosso.

2.3 FATORES QUE INTERFEREM NA QUALIDADE DAS PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com Zaroni (2004), as andlises microbiolégicas realizadas com
exemplares de plantas de regifes do estado do Parand, indicaram que muitas das
plantas medicinais destinadas ao consumo humano s&o improprias, quando nao
submetidas a um processo de descontaminacdo, devido a presenca de elevadas
contagens de microrganismos aerobios, leveduras, bolores e de bactérias gram-
negativas como, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. A umidade é um fator
que contribui para o desenvolvimento dos processos microbioldgicos, portanto, o
conhecimento do seu teor é justamente importante para a conservagao,
armazenamento e manutencédo da sua qualidade para a comercializagdo. (PARK;
ANTONIO, 2006). Ela pode estar associada a vérias fases do processo de produgéo
do alimento - estocagem, embalagem e processamento - e resulta na diminui¢do do
periodo de validade. (PARK; ANTONIO, 2006). Sendo assim, as drogas de origem
vegetal nem sempre possuem baixa quantidade microbiana devido aos descuidos
durante a comercializagdo, mas isso pode também ocorrer durante as inUmeras
etapas de producéo. (ZARONI et al., 2004).

Como demonstra Meira ([20107?]), existem outros fatores que alteram o
principio ativo das plantas, como os metabolitos secundarios, que podem ser tanto
de origem genética, como técnica ou fitotécnica, pois dependem da forma de plantio,
adubacéo, tratos culturais e a época da colheita. Sendo assim, é possivel considerar
que sdo varios os fatores que irdo interferir na qualidade da planta medicinal. S&o
Varios 0s pontos que precisam serem levados em consideracao, desde o seu plantio,

adubacéo e colheita, até o seu processamento e embalagem.
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2.4 FALTA DE CONHECIMENTO E CONSEQUENTEMENTE O MAU USO

A utilizagé@o das plantas € muito comum, principalmente receitas provindas de
vizinhos ou parentes sem nenhum conhecimento, que acabam agravando mais
ainda a saude. Como, por exemplo, o uso do suco de carambola em pacientes
crbnicos renais, que acabam se intoxicando, pois a carambola € rica em potassio,
que néo é filtrado pelo rim. (RIGOTTI, 2010).

A Melissa officinalis também pode causar efeitos adversos como sonoléncia e
hipertenséo arterial, seguindo o pressuposto do uso da dosagem erroneamente.
(KRAUSE; [20127]). Assim, como pode acontecer no caso das plantas medicinais,
quando utilizada uma dosagem muito baixa, o efeito esperado pode néo ser
alcancado. (RIGOTTI, 2010). De acordo com esses preceitos, varios projetos foram
criados para ensinar a populagcdo o uso correto das ervas e oferecer formas
terapéuticas e de baixo custo, como “FARMACIA VERDE RESGATE DA
SABEDORIA POPULAR.” criado através do projeto “A cura pelas plantas” de
Marcelo Rigotti em 2010. (RIGOTTI, 2010). A farmé4cia verde foi criada com o intuito
de ensinar a populacdo o conhecimento, identificagdo, uso e cultivo das plantas
medicinais, implementar hortas comunitarias de plantas medicinais e implantar a
farméacia de fitoterapicos. (CONSORCIO INTERMUNICIPAL DO VALE DO
PARANAPANEMA, 2009).

Tanto os fitoterapicos quanto as plantas medicinais possuem riscos de levar a
intoxicagdo ou causar algum outro tipo de reagdo adversa, quando o seu uso for
excessivo. Devido a inumeros casos de uso incorreto, e também ao crescente
ndimero de pessoas adeptas ao uso de alimentos naturais, varias pesquisas estao

sendo desenvolvidas com o intuito de saber o potencial mutagénico das plantas.

2.5 MUTACAO

A mutacdo nada mais € do que alteragBes ocasionadas nos nucleotideos, que
estdo presentes no material genético de um determinado organismo, e que podem
ocorrer tanto na estrutura como no ndamero de cromossomos, sendo assim
conhecidas respectivamente como mutagfes estruturais e numéricas. (SNUSTAD;
SIMMONS, 2008). Somente sdo passadas para a sua prole quando ocorrem em

células reprodutivas, caso contrario, quando ocorrem em células sométicas, as



17

mutacdes ndo sdo transmitidas. (NUSSBAUM et al., 2008; ROBERTIS; HIB, 2001;
SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

Como esta ligada a uma mudanga na sequéncia de DNA, a mutacdo também
influéncia os fenotipos, o comportamento e, principalmente, a fisiologia do
organismo, por isso é conhecida como aberragées cromossémicas; enquanto que as
mutagdes génicas possuem essa denominagéo devido alteragbes que ocorrem no
genoma, mudando a parte estrutural do gene. (ROBERTIS; HIB, 2001). A
capacidade de interacdo de todo ser vivo e do seu genoma com o ambiente em que
esta inserido esta inscrito dentro do seu DNA, e resulta na modificacdo que o
organismo sofre com o ambiente e o quanto o organismo modifica 0 ambiente.
(ERDTMANN, 2003).

A mutacgdo ocorre de maneira aleatoria e cega, quanto ao resultado biolégico
que causara, pois essas alteracdes ocorridas no DNA sdo decorrentes de processos
fisicos e quimicos na estrutura molecular. Cabe, portanto, a natureza, através da
selecdo natural, determinar as mutagdes benéficas e eliminar os individuos com
caracteristicas invidveis para a sua sobrevivéncia. (ERDTMANN, 2003). Porém, é
preciso frisar que as mutagBes sempre ocorrem nas popula¢des, € um processo
natural que condiz com o processo evolutivo. Apenas as mutagbes benéficas
acabam se propagando; aquelas que se tornaram maléficas para o individuo, muitas
vezes ocasionam a sua morte e néo sao transferidas, pois comprometem a
adaptabilidade na natureza. Também podem ocorrer mutagdes neutras, que nao
causam efeito nenhum. (USP, 1996). Entretanto, vale ressaltar que na maioria das
mutagcdes ocorridas, os resultados s&do considerados maléficos, pois podem
ocasionar malformagdes, cancer, envelhecimento e por fim, a morte. (ERDTMANN,
2003).

As mutagbes podem ocorrer devido a dois fatores: por indugdo ou por
espontaneidade. Por conseguinte, sdo causadas devido ao contato de substancias
quimicas, fatores fisicos ou radiacdes, enquanto que as mutacdes esponténeas,
ocorrem geralmente sem causa definida, justamente como o nome j& diz, ao acaso,
e pode ser devido a perda, adigdo ou alteracdo de um nucleotideo durante a sua
replicacdo. (ROBERTIS; HIB, 2001). O oxigénio também pode servir como um
agente mutagénico, quando em altas concentragdes, pois forma radicais livre e
apenas na medida certa é benéfico. (ERDTMANN, 2003). Ndo s@o apenas 0s

agentes ambientais que podem causar a mutacdo, o material genético esta sempre
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em perigo de ser alterado, podendo ocorrer devido a erros decorrentes da
duplicacdo. (ROBERTIS; HIB, 2001).

Vérias enzimas possuem a funcdo de percorrer o DNA a procura de pares de
nucleotideos incorretos ou danificados. Ao ser identificado, os defeitos sdo corrigidos
por enzimas de reparo de DNA, no qual cada uma possui a capacidade de combater
um tipo de dano, em particular. (SNUSTAD; SIMMONS, 2008). Um mecanismo de
reparagcdo, € a DNA polimerase, que ao encontrar um nucleotideo em um lugar
erroneamente, regressa e o elimina, e, como resultado, a sintese de DNA continua.
(ROBERTIS; HIB, 2001). Outro meio usado é a nuclease reparadora, que retira 0s
primers na sintese continua e descontinua do DNA, interrompendo a ligacdo
fosfodiéster do nucleotideo incorreto ao continuo, sendo completado apenas com a
DNA polimerase B, a qual sintetiza o segmento retirado, e a DNA ligase acopla ao
DNA continuo. (ROBERTIS; HIB, 2001).

As mutacdes induzidas por fatores ambientais sdo, normalmente, reparadas
do mesmo modo que as mutagdes espontaneas. (ROBERTIS; HIB, 2001). A
apoptose, ou seja, morte celular programada, € um fendmeno comum de protecéo,
presente tanto na vida embrionaria como na adulta, e tende a remover células
danificadas, desnecesséarias, envelhecidas ou como as células tumorais, infectadas
ou autorreativas. (ROBERTIS; HIB, 2001).

2.6 TESTE DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

O conceito de aberracdes diz respeito as mudangas ocorridas na estrutura do
cariotipo, devido a movimentacdo do DNA, diferindo do lugar original. (VILLELA et
al., 2003). O teste de aberracdes cromossdmicas € utilizado para detectar a
mutagenicidade, ou seja, a presenca de aberragdes cromossomicas estruturais, pois
verifica mutagdes ocasionadas quando exposta a um agente mutagénico ou
carcinogénico potencial (VILLELA et al., 2003), podendo ocasionar eventos
clastogénicos. (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2012). O risco de desenvolver cancer esta intimamente ligado com
0 aparecimento de aberragdes cromossomicas. (BONASSI et al., 1995).

O teste realizado in vitro possui uma sensibilidade maior do que o realizado in
vivo, tanto que permite uma percepgdo melhor sobre o dano que o agente

mutagénico causa nas células. (VILLELA et al., 2003). As aberracdes
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cromossOmicas sdo quantificadas nas metafases, coradas por Giemsa e oriundas de
linfocitos do sangue periférico, devido a sua vida util relativamente longa, além de
transitar por todo o corpo e conservar os danos genéticos recebidos. (SUSPIRO;
PRISTA, 2011).

2.7 GENETICA TOXICOLOGICA

A genética toxicologica ou mutagénese é tida como uma area da genética,
que investiga 0s processos responsaveis pelas alteragcbes na estrutura fisico-
quimica do DNA. Os mutagenos podem atuar no nivel celular ou orgéanico,
desenvolvendo, respectivamente, a carcinogénese e a teratogénese. Simplificando,
a genética toxicolégica estuda, de acordo com o ambito genético, tudo o que
desequilibra a vida ou que induz & morte, como organismo ou a nivel celular.
(ERDTMANN, 2003). O termo teratogénico € empregado para se referir ao efeito
genotdxico no crescimento embrionario; enquanto o termo carcinogénese se refere a
célula que perde o controle sobre seu ciclo celular e, portanto, se desenvolve de
maneira autbnoma, gerando o crescimento do tumor. (GUACHALLA; ASCARRUNZ,
2003).

A mudanca de apenas um Unico nucleotideo na sequéncia decodificadora
pode fazer com que ocorra a perda da expresséo génica ou a formagédo de um outro
produto génico com as propriedades modificadas, como no caso de uma sintese de
outra proteina. (NUSSBAUM et al., 2008; ROBERTIS; HIB, 2001). No caso de uma
quebra cromossomica, se ocorrer dentro do gene, pode ocasionar uma perturbagéo
na funcionalidade deste. (GRIFFITHS et al., 2009). As mutagfes, muitas vezes,
podem afetar genes responsaveis pela replicacdo do DNA, ocasionando, assim, uma
proliferacdo desenfreada das células, com o aparecimento de neoplasias malignas.
(GRIFFITHS et al.,, 2009; ROBERTIS; HIB, 2001). Proto-oncogenes sao genes
responsaveis pela proliferacéo e diferenciacdo, entretanto, caso a proto-oncogenese
sofra algum tipo de alteragdo, pode acabar se tornando uma oncogénese.
(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). E importante ressaltar que o organismo
possui genes supressores, que servem para corrigir essa falha, ou seja, atuam na
regulagdo quando as oncogenes tendem a se proliferarem. (RIBEIRO; SALVADORYI;
MARQUES, 2003).
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2.8 MUTACOES ESTRUTURAIS

Todo DNA tem a possibilidade de se recombinar, principalmente se estiverem
perto, assim se paream e aumentam a chance de ocorrer uma recombinag&o.
Quando ocorre a clastogénese (rompimento dos bragos do cromossomo), a ponta
que esté livre acaba sendo digerida por enzimas de restricdo; ou, entdo, liga-se a
uma outra ponta que estiver livre, podendo ocasionar, assim uma recombinag&o.
Esse mesmo principio é utilizado na transgenia, onde ocorre a incorpora¢géo de uma
parte do DNA de um corpo estranho em um outro conjunto de material genético.
(ERDTMANN, 2003).

Aberracdes estruturais podem ser classificadas em: cromossdémicas ou
cromatidicas, sendo que as alteragbes cromatidicas s&o induzidas com maior
frequéncia quando em contato com agentes mutagénicos quimicos, do que as
cromossOmicas. (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2012). Quando se trata de uma aberragdo cromossOmica, esta
teve origem durante a fase G1, diferentemente das aberra¢cdes cromatidicas, cujos
danos séo oriundos da fase S/G2 do ciclo celular. (ALBERTINI et al., 2000).

As quebras podem ser divididas em duas concepgdes; quebras
cromossbmicas, quando as duas crométides-irmds se quebram; e a quebra
cromatidica, quando apenas uma das cromatides-irmds se quebra. (SUSPIRO;
PRISTA, 2011).

Os rearranjos sao anomalias estruturais, assim como as quebras
(cromossbémicas/ cromatidicas), mas estes sdo caracterizados pela ruptura de uma
parte do cromossomo, seguido da jun¢cédo de uma combina¢do anormal com outros
cromossomos. (NUSSBAUM et al.,, 2008). Como descrito na literatura, o0s
cromossomos dicéntricos sdo raros, e compostos pela combinagdo de dois
cromossomos diferentes, que se fundem em suas extremidades. (NUSSBAUM et al.,
2008). Os cromossomos em anéis se formam devido ao rompimento que ocorre em
seus dois bragos, na qual é seguida de fusdo. (BOROVIK et al., 2003).

Os gaps sao pequenas falhas que ocorrem nos bragos dos cromossomos.
Podem ocorrer nos dois bragos (gap cromossGmico) ou em apenas um (gap
cromatidico), e ndo ocorre descontinuidade. (SAVAGE, 1976). Ainda é bem
controvérsia o tema sobre a utilizacdo dos gaps na contagem para a realizagdo de

biomonitoramento ambiental, pois o gap é considerado um intervalo, que ndo possui
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uma significancia biologica. (PAZ-Y-MINO et al., 2002). Porém, sugere-se a
contagem de gaps, principalmente quando est4d relacionado com agentes
genotoxicos, que podem aumentar o risco de perda do material genético, além de
reorganizacg&o génica e suscetibilidade de ruptura. (PAZ-Y-MINO et al., 2002).

Double minutes sdo descritas na literatura como particulas pequenas de
cromatina, sendo considerado uma amplificacdo da parte extracromossdmica,
presente em uma variedade de tumores. (THOMAS et al.,, 2004). A juncdo de
oncogénese com double minute acaba sendo letal. Para tanto, € relevante a
utilizagdo de métodos para encontra-los e localizd-los, com o propdsito avaliar
farmaco que atuem contra double minute. Portanto, € de suma importancia a
eliminacdo dessa alteragdo para minimizar a malignidade do tumor. (HAYES; LI,
2014).

Contida na Figura 1, esta uma metéfase sem alteracé@o, constituida de 46
cromossomos. O intuito dessa foto é servir de parametro para a caracterizagdo das

alteracdes contidas nas Figuras seguintes.

Figura 1 - Metéafase Normal, 46 cromossomos,
aumento final de 1000x
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 2, esta contida uma metafase com 46 cromossomos, sendo que um

deles esta no formato de anel.
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Figura 2 - Cromossomo em anel, aumento final de
1000x

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 3 contém 46 cromossomos, sendo que apresenta um Cromossomo
dicéntrico, devido a juncdo de dois cromossomos pelas extremidades; e um
rearranjo complexo, onde dois cromossomos estdo se ligando pelas crométides-

irmas.

Figura 3 - Cromossomo dicéntrico e rearranjo
complexo, aumento de 1000x

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 4 apresenta uma metafase com 46 cromossomos, sendo que em um
cromossomo ocorreu uma quebra cromossémica, ou seja, houve um rompimento

nas duas cromatides-irmas.
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Figura 4 - Quebra cromossomica, aumento de 1000x
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Fonte: Elaborada pela autora.

A metafase presente na Figura 5 apresenta 46 cromossomos, onde ocorreu uma
quebra cromatidica, referente a uma s6 cromatide-irma, no cromossomo indicado

pela seta.

Figura 5 - Quebra cromatidica, aumento
de 1000x
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 6, encontra-se uma metafase com 46 cromossomos, com a

reorganizagao de trés cromossomos em um rearranjo complexo.
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Figura 6 - Rearranjo complexo, aumento de
1000x

Fonte: Elaborada pela autora.

A metafase apresentada na Figura 7, com 46 cromossomos, apresenta um
double minute, amplificacdo da parte extracromossomica.

Figura 7 - Double minute, aumento final
de 1000x
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Fonte: Elaborada pela autora

2.9 ANTIGENOTOXIDADE E Melissa officinalis

De acordo com Carvalho et al. (2011), o extrato de M. officinalis foi eficiente e
evitou a inducdo de alteracbes no DNA pelo agente indutor de dano,
metilmetanosulfonato. Em outras palavras, nesse estudo com ratos, o resultado

indicou acdo antimutagénica e antigenotéxica.
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O acido rosmarinico ndo tem acgdo genotdxica, pelo contrario, é capaz de
reduzir os danos causados no DNA, quando induzidos pelo etanol, no cérebro e em
células periféricas de acordo com estudos realizados em camundongos. (OLIVEIRA
et al., 2012).

Kamdem e colaboradores (2013) também constataram que o extrato etandlico
obtido pelas folhas da M. officinalis ndo possui acdo genotdxica e nem citotdxica
para os leucécitos humanos. (KAMDEM et al., 2013).

Segundo Queiroz (2013), através do teste de aberracdo cromossdémica, 0
extrato aquoso da M. officinalis ndo apresentou efeito clastogénico, assim como
apresentou um percentual de 100% de metafases integras e auséncia de
citotoxicidade através do método de exclusédo de Trypan, indicando uma viabilidade
celular maior que 97%. O extrato aquoso da Melissa officinalis, em cultura de
linfécitos humanos, foi desenvolvido simultaneamente como o extrato metandlico e
etandlico, estudados nesse projeto, ou seja, a M. Officinalis empregada possui a

mesma origem.
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente € comum o uso em larga escala de compostos naturais, como
forma de medicina popular e alternativa, todavia este consumo € normalmente feito
de maneira inconsequente e esta falta de conhecimento acerca do mesmo é
preocupante.

Muitos destes compostos podem vir a apresentar efeitos colaterais, algumas
vezes graves, como problemas vasculares, renais e, em alguns casos, inclusive,
danos ao DNA. Desta forma, é possivel perceber a caréncia de estudos que
busquem descobrir possiveis efeitos negativos dos mesmos.

Um destes produtos € a Melissa officinalis, mundialmente utilizada como
planta medicinal, através de chas e infusbes; extracdo de seus 6leos essenciais para
industrias cosméticas; como fitoterapicos e também nas industrias alimenticias e
farmacéuticas. Consequentemente, € vital a realizacdo de estudos para comprovar
ndo apenas sua eficcia e efetividade, como também possiveis danos causados por
ela, assegurando assim a seguranca e saude da populacao.

Desta forma, esse trabalho tem como principal finalidade verificar se o uso da
Melissa officinalis pode causar algum dano no DNA ou se possui alguma acao
protetora quando exposta a um agente indutor de dano, no caso, O
metilmetanosulfonato (MMS), além de classificar os tipos de alteragdes, quando

encontradas.
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4 OBJETIVOS

Apresenta-se nos tépicos abaixo o objetivo geral e os objetivos especificos da

pesquisa.

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa avaliar as atividades clastogénica e anticlastogénica

de extratos alcodlicos de Melissa officinalis, in vitro.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos séo:

a) investigar a indugdo de aberragdes cromossOmicas, pelos tratamentos
com extratos metanoélico e etandlico de Melissa officinalis, em cultura de
linfécitos humanos;

b) averiguar o efeito anticlastogénico dos tratamentos com extratos
metandlico e etandlico de Melissa officinalis, perante a inducéo de

danos por metilmetanosulfonato, em cultura de linfécitos humanos.
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5 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho é 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 a
realizacdo do trabalho, foram coletadas amostras de sangue periférico de 6
individuos adultos e saudaveis, de ambos os sexos, que aceitaram participar do
projeto, apds esclarecimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e

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

5.1 MATERIAL BOTANICO

O material botanico de Melissa officinalis (partes aéreas) foi obtido do
Laboratorio Panizza Ltda (CNPJ: 01.807.328/0001-87), onde as plantas sé&o
mantidas em ambiente climatizado, com rigido controle de qualidade, conforme
determinado pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Os extratos metandlico
e etandlico, utilizados neste trabalho, foram preparados no Laboratério de Controle
Fisico-quimico de Medicamentos (USC), segundo Zelnick et. al. (1977), pela bidloga
Thais Bernardes de Queiroz em seu trabalho de conclusdao de curso (QUEIROZ;
BELLINI, 2013), sob superviséo do Prof. Me. Fernando T. A. Neves.

5.2 CULTURA CELULAR

A cultura de linfocitos foi obtida a partir de sangue total de 6 voluntérios
adultos e saudaveis, de ambos os sexos, na faixa etaria de 20 a 35 anos, sem
histérico de doencas recentes, ndo-fumantes, sem exposicao recente a radiacdes ou
medicamentos e o0s experimentos foram realizados entre 2013 e 2014. Foram
coletados 7 mL 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 4 mL de meio RPMI 1640 com Hepes
(Cultilab, Brasil), 1 mL de soro fetal bovino (Inativado, estéril, isento de mycoplasma-—
Cultilab, Brasil), 100 yL de fitohemaglutinina A (Gibco, USA, Cat.# 10576-015), e 100
uL de penicilina-estreptomicina (Gibco, USA, Cat.# 15140-148), foi adicionado
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aproximadamente 0,5 mL de sangue periférico, o qual foi incubado a 37°C em estufa
(502 FANEM — S&o Paulo — Brasil), por 48 horas. Apos esse periodo, os tratamentos

de mutagenicidade e antimutagenicidade foram realizados.

5.3 AGENTE INDUTOR DE DANOS NO DNA

No presente trabalho, para inducédo de danos no DNA foi utilizado o agente
alquilante, de acédo direta Metilmetanosulfonato — MMS (CAS: 66-27-3, SIGMA-
ALDRICH, USA), 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 metabolizacdo prévia (SIGMA-
ALDRICH, 2013). A solucdo estoque foi preparada em solu¢cdo tampé&o fosfato
(PBS), livre de Ca 2+ e Mg2+, pH 7,4, estéril. A concentracdo final em cultura,
estabelecida em testes pilotos, a 1ug/mL.

Metilmetanosulfonato (Figura 8) vem sendo utilizado hé& véarias décadas como
um agente indutor de dano do DNA, com o intuito de constatar as vias de reparagéo
deste, em respostas aos danos, além da mutagenicidade ocasionada. (WYATT,;
PITTMAN, 2006). Segundo Aslanian, Yates 1l e Hunter (2014), o
metilmetanosulfonato ao induzir dano ao DNA, afeta os pontos de checagem
referentes aos processos do ciclo celular. E essencial a utilizagdo de um grupo de
controle positivo para os estudos dentro das &areas de genética toxicoldgica, tanto
em experimentos in vivo como in vitro, com o propdsito de obter um critério padréo e
comparacgao de dados. (KRISHNA; URDA; PAULISSEN, 2000).

Figura 8 - Estrutura Molecular Metilmetanosulfonato.
Formula linear CH3SO3CH3

Fonte: Sigma-Aldrich (2013).
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5.4 TRATAMENTOS

Os tratamentos foram realizados simultaneamente por 24h.

a. Controle Negativo - (30 L de DMSO);

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

c. Extrato etandlico de Melissa officinalis (100 ug/mL);

d. Extrato metandlico de Melissa officinalis (100 ug/mL);

e. Extrato etandlico de Melissa officinalis + MMS (100 ug/mL + 1 pg/mL de MMS);
f. Extrato metandlico de Melissa officinalis + MMS (100 ug/mL + 1 pg/mL de MMS).

5.5 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 yL de meio RPMI 1640 com Hepes. Posteriormente,
foram coletados 10 yL desta suspenséo celular, juntamente com 10 uL 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 célculo
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

considerado valido quando a viabilidade celular foi superior que 50%.

5.6 TESTE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Uma hora e trinta minutos antes de completar as 72 horas de incubacéo, foi
aplicado 100 pyL 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 fixagdo foram
baseados em Wu, Zheng e Hsu (2005), com modificagdes. As amostras foram
armazenadas a 4°C até o momento na montagem das laminas por gotejamento. A

andlise foi realizada em microscépio de luz, contando 100 metafases por
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tratamento/voluntéario, analisando o nimero e a integridade cromossémica.

5.7 INDICE MITOTICO

Para andlise do indice mitotico (IM), foram contadas 1000 células em
microscopio de luz com aumento de 400x, diferenciando células em intérfase de

células em metafase. O IM foi obtido através da equacéo:

IM=m/T x 100 (1)
Sendo que:
m = nimero de células em metafase

T = nimero total de células (metafases + intérfases)

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a andlise estatistica descritiva dos dados e as comparagdes
entre os grupos que foram realizadas por t-Student, seguindo critérios de
normalidade. (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).
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6 RESULTADOS

Através dos resultados obtidos pelo método de exclusédo de azul Trypan, foi
possivel constatar que a viabilidade celular foi superior a 99%, tanto no extrato
metandlico como no extrato etandlico de Melissa officinalis, indicando desse modo, a
auséncia de atividade citotoxica em ambos os extratos alcodlicos, em cultura de
linfécito humano (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliagé@o da viabilidade celular dos extratos metandlico e etandlico
de Melissa officinalis, Stapf (100 pg/mL) em linfécitos humanos,
pelo Método de Exclusédo de Azul de Trypan

Viabilidade Celular

Tratamentos
Média +DP

Controle Positivo (MMS) 100,000 + 0,000 "
Controle Negativo (DMSO) 99,980 + 0,027 "
Clastogenicidade
EM M. officinalis 99,990 + 0,014 ™
EE M. officinalis 99,998 + 0,004 "™
Anticlastogenicidade
EM M. officinalis 99,986 + 0,018 "™
EE M. officinalis 99,957 + 0,029

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

Fonte: Elaborada pela autora.

O indice mit6tico apresentou uma variagdo de 21,15 + 12,33 (média + desvio
padrdo) no controle positivo; e 10,18 + 6,00 no extrato metandlico de Melissa
officinalis. Esse baixo indice de metéafases pode ter ocorrido devido & formagéo de
coagulos no tubo de cultura do extrato metandlico, dificultando, assim, o numero de
células/metafases na lamina. Entretanto, esse fato ndo foi devido aos efeitos do

tratamento justamente por n&o ter apresentado uma diferenga significativa (Tabela
2).



Tabela 2 - Avaliagdo de clastogenicidade e anticlastogenicidade de extratos metandlicos e etandlicos de Melissa officinalis (100

pg/mL) em cultura de linfécitos humanos

. . Células com aberracéo
Indice Mitotico (%)

Tratamentos cromossdmica Tipos de Aberragbes Cromossomicas
Média + DP Média + DP
Controle Positivo (MMS) 21,15+ 12,33 6,17 +1,33b QCM, QCT, RC, DM, DC
Controle Negativo (DMSO) 17,82 + 9,68 1,00+1,33a QCM, QCT, RC

Clastogenicidade
EM M. officinalis 10,18 + 6,00 4,67 £ 3,11b QCM, QCT, RC, DM, DC
EE M. officinalis 17,6 £ 10,83 4,17 2,89 a QCM, QCT, RC, Anel

Anticlastogenicidade

EM M. officinalis + MMS 11,53 £ 5,95 7,50+£5,50 b QCM, QCT, RC, DM

EE M. officinalis + MMS 18,02 + 10,45 3,67+3,89b QCM, QCT, RC, DM

Legenda: MMS, metilmetanosulfonato (1 pg/mL); DMSO, dimetilsuféxido (30 pL); EM, extrato metandlico (100ug/mL); EE, extrato etandélico (100ug/mL); DP,
desvio-padrdo; a, b 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
cromossOmica; QCT, quebra cromatidica; RC, rearranjo complexo; DM, double minute; DC, cromossomo dicéntrico; Anel, cromossomo em anel.

Fonte: Elaborada pela autora.

33
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Através do teste t-Student (pareado e bicaudal), foram obtidos dados acerca
da significancia do controle positivo vs controle negativo; controle negativo vs
clastogenicidade; e, controle positivo vs anticlastogenicidade. A avaliagdo da
clastogenicidade dos extratos alcoodlicos de Melissa officinalis foi realizada em
cultura de linfécito humano, sendo que a adicdo do agente indutor de danos MMS,
em um dos tratamentos, foi realizada para a obtengcdo da anticlastogenicidade.
Quando comparado o controle negativo com o tratamento realizado pelo extrato
etandlico de M. officinalis, este ndo apresentou clastogenicidade, enquanto que o
extrato metandlico de M. officinalis, ao ser comparado com o controle negativo,
apresentou diferenca significativa (p=0,04), indicando, assim, um potencial danoso ao
DNA. Comparando o controle positivo com o tratamento realizado pelos extratos
alcodlicos de M. officinalis associados ao MMS, ndo apresentou potencial
anticlastogénico, devido ao teste t-Student ndo apresentar significancia, ou seja,
p>0,05.

Também se mostrou significativo o resultado da comparacdo do controle
positivo com o controle negativo (p=0,0028) na qual o controle positivo apresentou
(média + desvio padrdo) 6,17+1,33, e o controle negativo (1,00+1,33), indicando que
os tratamentos com o metilmetanosulfonato foram eficazes. Portanto, é possivel
concluir que o extrato etandlico ndo possui acdo danosa para o DNA, assim como
também ndo apresenta acdo protetora contra o agente indutor de dano
metilmetanosulfonato, ou seja, ndo séo clastogénicos e nem anticlastogénicos.
Sendo classificado como clastogénico apenas o extrato metandlico da M. officinalis,

sem agdao anticlastogénica.
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7 DISCUSSAO

Atualmente, muitos tipos de testes séo disponibilizados aos profissionais com
o intuito de avaliar os efeitos carcinogénicos e genotoxicos, podendo ser referente
ao um organismo, microorganismo, plantas, entre outros. (FONSECA; PEREIRA,
2004). Cabe entdo ao pesquisador decidir o protocolo que mais se adéqua ao seu
trabalho.

Dentre estes testes, pelo ensaio cometa € possivel determinar a
genotoxicidade e antigenotoxicidade de um determinado produto e a avaliacdo de
mutagenicidade geralmente é realizada através do micronucleo. (ANGELONI, 2010)
ou teste de aberracdo cromossémica. Enquanto que a avaliacdo da citotoxicidade é
realizada através do método de exclusdo de Trypan, que consiste basicamente na
coloracdo das células, diferenciando dessa forma, as células vivas das células
mortas, sendo que apenas as células mortas acabam se corando, pois as vivas
possuem um sistema de seletividade que ndo permite a entrada do corante na
membrana plasmética. Outros tipos de testes também sdo empregados para
determinar a viabilidade celular, como o teste por contato direto, caracterizado pela
redugéo de tetrazolium MTT na mitocondria. (PALMA, 2007); teste por difusdo em
agar, onde ocorre a formagédo de um halo claro — devido lise ou morte celular - na
placa de petri, sendo determinado seu potencial citotoxico devido a medida do
diametro do halo; e, o método de incorporacdo do vermelho neutro, devido a
captacdo do corante em células vivas, no meio de cultura. Assim como a verificacao
da citotoxicidade, pode ser considerada, qualitativa, na qual € realizado um exame
microscopio para determinar mudangas na morfologia das células; e, quantitativa,
determinada pelo numero de células, quantidade de colbnias celulares, proteinas,
entre outros fatores. (ROGERO et al., 2003).

Desta forma, alteragbes significativas no cromossomo podem gerar
problemas celulares, e a longo prazo podem causar entre outras doencgas, tumores.
Por esta razéo, para tal trabalho foi utilizado o teste de aberracdo cromossomica,
com o intuito de desta forma descobrir o potencial clastogénico e anticlastogénico
dos extratos da M. officinalis, além das muta¢cdes estruturais ocasionadas, em
cultura de linfécitos humanos, devido a sua vida Util ser relativamente longa e
preservar os danos recebidos no material genético.

Sao inumeros os trabalhos acerca das substancias extraidas da Melissa
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officinalis, indicando sua acdo carminativa, anticolérica, ansiolitica, hipotensora,
além de apresentar potencial antiviral, antitumoral, antiestresse e capacidade
sedativa, como descrito em trabalhos mais recentes. Contudo, ainda sédo poucos 0s
trabalhos que relacionam a Melissa officinalis com a inducéo ou inibicdo de danos no
DNA.

Apesar de encontrados trabalhos sobre a mutagenicidade e
antimutagenicidade da Melissa officinalis, em nenhum deles foi utilizado o teste de
aberracdo cromossOmica, tornando dificil, entdo, a sua comparacdo. Entretanto,
para a elaboracdo desta discusséo, trabalhos relacionados com a Melissa officinalis
foram utilizados, sendo a maioria com elaboracdo de seu potencial genotoxico e
antigenotoxico.

Angeloni (2010) realizou testes in vivo, na qual a genotoxicidade e
mutagenicidade ndo foram apresentadas, enquanto que o extrato etandlico de M.
officinalis apresentou um efeito antigenotoxico (250mg/kg) e de maneira mais
branda, apresentando acdo antimutagénica (500mg/kg), através do ensaio cometa
em medula éssea de camundongos.

De acordo com Carvalho (2009), foram atribuidas acdes parciais
antigenotoxicas - concentragdo de 250mg/kg e 500mg/kg - do extrato hidroalcodlico
de M. officinalis utilizados em camundongos, apresentando diferengas significativas
ao compararem os ratos tratados com o extrato de Melissa officinalis + MMS dos
que foram tratados com solucédo salina + MMS, ocasionando assim uma diminuigéo
dos danos causados diretamente ao DNA das células do sangue periférico dos
animais, indicados pela acado n&o genotoxica referente ao teste do cometa. Através
da triagem fitoquimica da M. offcinalis, foram observados compostos fendlicos, &cido
caféico e &cido rosmarinico, taninos, citrais, flavonodides, alcaléides e cumarinas.
Tanto o composto fendlico como o tanino, flavonoide, &cido caféico e &cido
rosmarinico, possuem capacidade oxidante, sendo capazes de atuar na supressao
da mutagenicidade e clastogenicidade, ao impedir a producgéo de radicais livre.

O extrato etandlico de M. officinalis apresentou agdo antimutagénica e
antigenotoxica em experimentos realizados em camundongos machos — quando em
doses elevadas (250mg/kg e 500mg/Kg) - evitando a indugdo de danos no DNA
apés a exposicdo ao metilmetanosulfonato. Enquanto que o extrato aquoso,
realizado através da infusdo em dgua quente da M. officinalis, ndo se mostrou eficaz
em nenhum dos tratamentos. (CARVALHO, 2011).
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Na presente pesquisa, realizada com o teste de aberracdo cromossomica,
Melissa officinalis ndo apresentou nem agao clastogénica nem anticlastogénica, no
extrato etandlico, como descritos em outros trabalhos pesquisados. A concentracédo
de extrato etandlico de M. officinalis utilizado diferiu dos trabalhos comparados. A
anticlastogénicidade pode néo ter sido ocasionada, devido & baixa concentracdo do
extrato (100 pg/mL), enquanto que os extratos antimutagénicos somente
apresentaram essa agéo, em uma concentragdo mais alta - 500mg/Kg.

Outra possivel explicagdo para tal discrepancia em relacdo ao efeito
anticlastogénico, foi que no presente trabalho, foram utilizadas culturas de linfécitos
humanos, sendo uma cultura in vitro, diferentemente dos realizados in vivo,
utilizando ratos e camundongos. O organismo dos ratos podem apresentar algumas
diferencas, quando comparado com o organismo humano, possibilitando assim um
resultado diferente. Além do fato, de serem pesquisas in vivo, com a exposi¢do do
metilmetanosulfonato ao rato vivo, induzindo talvez uma reacdo de defesa do
organismo a essa inducdo de dano e até mesmo a metabolizacdo dos extratos,
gerando resultados diferenciados.

Tal qual na pesquisa desenvolvida em outros projetos, double minutes foram
encontrados em quase todos os tratamentos, menos no extrato etandlico e no
controle negativo. No entanto, sempre em incidéncia pequena. Uma explicagédo
encontrada, foi que durante o processo de mitose, € possivel ser passados para as
células-filhas, justamente por estarem ligados aos cromossomos; mas a maioria das
vezes, os double minutes sé@o perdidos e acabam dando origem aos micronucleos.
(MERGENER; LUDWING; MALUF, 2011). Além disso, outra hipétese levantada, é
que o extrato metandlico por ser clastogénico, induza o aparecimento de alteracdes,
assim como os double minutes, presentes em varios tumores. O aparecimento de
double minute no extrato etandlico, pode estar ligado ao uso do MMS, indutor de
dano, com potencial cancerigeno, devido & auséncia de anticlastogénicidade. O
encontro de double minute também ocorreu no controle positivo, porém néo foi
encontrado no controle negativo, mostrando que a planta em si ndo possui atividade
clastogénica.

Como o esperado, este trabalho corroborou com os outros analisados,
indicando que o extrato etandlico da Melissa officinalis ndo apresenta acao
mutagénica, confirmando, assim sua seguranga para o consumo humano. Apenas o

extrato metandlico se apresentou tdxico para os linfcitos humanos.
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A toxicidade do metanol é amplamente explorada, porém ainda sdo escassos
estudos sobre como a toxicidade afeta o desenvolvimento. A metabolizacao é
diferente entre humanos e roedores, sendo que o organismo humano transforma o
MeOH (metanol) em formaldeido, sendo logo em seguida convertido em &cido
formico — altamente toxico- para depois ser convertido em metabdlicos ndo tdxicos
de dioxido de carbono; enquanto que os roedores dependem de uma atividade
peroxidativa da enzima catalase, o que explica o fato dos roedores néo
apresentarem 0s mesmos sintomas que o ser humano devido a toxicidade de
MeOH. (SIU et al., 2013). Sabe-se também que o MeOH possui agéo toxica para 0s
seres humanos, em concentragdes acima de 10 mg/L no sangue. (CLARY, 2003).
Segundo Parthasarathy et al. (2006), o metal afeta os sistemas imunitarios,
apresentando uma intoxicagdo em subconjuntos de linfécitos esplénicos, assim
como células de MHC classe Il, macréfagos e citocinas, em um estudo experimental
com ratos. O extrato metandlico da semente de araticum (Annona coriacea) (SILVA;
PEREIRA; BENTO, 2007), assim como o0 extrato metandlico da améndoa da
semente de nim. (TRINDADE et al., 2000) se mostraram tdxicas para as lagartas (T.

absoluta).

Apesar de nédo ter sido encontrada propriedade antigenotéxica, a Melissa
officinalis possui diversas outras propriedades benéficas a saide humana, como
acdo antitumoral, onde apesar dos componentes responsaveis nao serem
identificados, a sua acdo antitumoral foi comprovada através dos estudos in vitro,
com cultura de células de cancer de mama humano e in vivo, com a utilizacao de
ratos Wistar. (SARAYDIN et al., 2012).

A Melissa officinalis também apresenta resultados positivos para o tratamento
de doencas degenerativas devido a sua agdo neuroprotetora, por sua capacidade de
proteger o sistema nervoso contra o processo de apoptose quando induzida pelo
ecstasy. (HASSANZADEH et al., 2010). A descoberta da capacidade neuroprotetora
de Melissa officinalis € um grande passo para o tratamento de doencas
degenerativas, sendo de total importancia a descoberta do componente responsével
por essa defesa, para tanto, &€ recomendado o desenvolvimento de mais pesquisar a
respeito desse assunto. Em pesquisas referentes ao Alzheimer, houve uma
diferenca significativa entre os pacientes tratados durante 16 semanas com Melissa

officinalis, isto é, em caso de Alzheimer leve e moderado. (AKHONDZADEH et al.,
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2003). Esta pesquisa analisou os beneficios causados pela Melissa officinalis
quando interage com células do sistema nervoso, que se provou capaz de modular o
humor, demonstrando a sua capacidade sedativa.

E possivel estipular que a Melissa officinalis pode apresentar diferentes
resultados, dependendo apenas do foco do estudo, ou seja, diferentes tecidos do
corpo, assim como a capacidade de interacdo deste com as substancias produzidas
pela Melissa officinalis.

Devido a vasta possibilidade de emprego terapéutico da M. officinalis, é de
suma importancia a realizacdo de pesquisas que investiguem seu potencial

mutagénico e antimutagénico, a fim de assegurar seu uso pela populagéo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Levando em conta a estrondosa quantidade de desinformag&o encontrada na
populagdo acerca do uso de plantas medicinais, que pode ndo sO tornar o
tratamento com estes compostos indteis, como também comprometer, em alguns
casos seriamente, a saude do individuo. Fica evidente a necessidade nédo s6 de
conscientizagcdo da populacdo sobre a forma correta de utilizagdo das mesmas,
como também de estudos que verifiguem a real eficacia destas, além claro, de
possiveis danos colaterais.

Pesquisas sobre os efeitos provocados pelas plantas medicinais também séo
de suma importancia, para avaliar os riscos que a populacdo estd sujeita, assim
como também avaliar os efeitos positivos que estas podem proporcionar para a
saude humana. Um dos possiveis danos colaterais gerados sdo os causados ao
DNA, podendo ocasionar mutagdes que consequentemente podem futuramente
progredir para o desenvolvimento de uma neoplasia maligna. Este talvez seja um
dos efeitos colaterais mais perigosos possiveis, uma vez que, ao contrario dos
outros que sdo percebidos poucos momentos apés a ingestdo das plantas, estes
permanecem ocultos, se agravando a cada utilizagcéo de tais compostos.

Dentre estes compostos, a Melissa officinalis se destaca pela sua ampla
utilizacdo para o tratamento das mais variadas enfermidades, sendo encontrada na
cultura popular dos mais variados lugares e grupos. Diante disso, foram realizados
testes acerca da real eficiéncia anticlastogénica, e se a mesma poderia de alguma
forma desempenhar o papel inverso, podendo possuir agéo de clastogenicidade. O
presente estudo concluiu, com base em testes de aberragdo cromossémica em
linfécitos humanos, que o extrato etandlico de Melissa officinalis ndo apresenta acao
clastogénica ao consumo humano, podendo por consequente ser ingerida sem
apresentar danos no DNA humano. O extrato metandlico da M. officinalis, por sua
vez, se mostrou clastogénico, ao induzir danos no material genético. Em
contrapartida, também ndo averiguou potencial anticlastogénico, no extrato
etanindicando que a mesma ndo apresenta vantagens na prevencdo de danos

genéticos em seres humanos.
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