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RESUMO

No Brasil muitas plantas séo utilizadas na Medicina popular para o tratamento de doengas, dentre elas encontra-se Gochnatia
polymorpha. O presente estudo teve por objetivo descrever os efeitos do extrato etandlico da Gochnatia polymorpha (EEGP)
sobre o DNA da cebola e em células de melanoma murino B16F10 por meio das técnicas do ensaio do MTT e Allium cepa. Os
resultados gquantitativos indicaram que o EEGP é citotdxico para células de melanoma murino nas concentracdes entre 1000 e
31,25ug/mL. O EEGP néo possui atividade mutagénica no ensaio de Allium cepa quando testado na concentragdo de 15x10°
®Lg/mL, e esse mesmo extrato ainda apresentou porcentagem de reducéo de danos no DNA de 43,90% quando associado ao
metilmetanosulfonato. O EEGP apresentou atividade antiproliferativa e citotéxica, o que indica atividade quimioterapica em
B16F10. Também apresentou atividade antimutagénica o que indica capacidade de prevenir lesdes no DNA que podem se
correlacionar ao desenvolvimento de tumores.
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EVALUATION OF THE CYTOTOXICITY, MUTAGENICITY AND A NTIMUTAGENICITY EFECTS OF ETHANOLIC EXTRACT
OF Gochnatia polymorpha

ABSTRACT

In Brazil, several plants are used in folk medicine to treat diseases, among them, is the Gochnatia polymorpha. This study
aimed to evaluate the effect of an ethanolic extract of Gochnatia polymorpha (EEGP) on chromosomal aberrations induced by
methyl methanesulfonate (MMS) in cultured meristematic cells of Allium cepa and also in murine melanoma cells (B16F10) by
MTT assay and Allium cepa. Quantitative results indicated that the EEGP is cytotoxic to B16F10 cells at concentrations from
1000 to 31.25 pg/mL. Data of Allium cepa assay showed that EEGP did not have mutagenic activity at the concentration of
15x10'6pg/mL, however, it was verified a reduction of 43.90% in damage when EEGP was associated with MMS. EEGP have
antiproliferative and cytotoxic activity, indicating chemotherapeutic activity in B16F10 cells. Antimutagenic activity was also
noted, which indicates ability to prevent DNA damage.

Keywords: folk medicine; Gochnatia polymorpha; cell viability; chromosomal aberration; Allium cepa.
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INTRODUGAO |

As plantas medicinais sdo utilizadas
para tratar, curar e prevenir doencas, sendo
uma das praticas medicinais mais antigas da
humanidade (1,2).

Apesar dos avancos da medicina
moderna, as plantas ainda sdo uma importante
forma de tratamento e, portanto, contribui
significativamente para a manutencdo da
saude, principalmente em paises tropicais
como o Brasil, onde elas sdo mais abundantes
(3). Porém, para a maioria das plantas
medicinais ainda ndo existem dados
suficientes que suportam a sua eficacia e
seguranca (4) o que indica a necessidade de
avaliacdes por meio de ensaios bioldgicos.

As plantas da familia Asteraceae
compreende a maior parte das angiospermas,
€ constituida por aproximadamente 1.535
géneros e 23.000 espécies e 17 tribos (5,6),
dentre suas espécies se encontra Gochnatia
polymorpha (Less.) Cabrera, nativa n&o
endémica do Brasil encontrada nas Florestas
da Mata Atlantica, Florestas de Araucérias,
Cerrado e Pampas (7,8). Em Mato Grosso do
Sul é conhecida como candeias (7,9).

A espécie Gochnatia polymorpha é
utilizada na medicina popular (5) como
remédio natural, em forma de cha, atuando no
tratamento de inflamacgbes, gripe, tosse,
coqueluche, asma, reumatismo (7,8,10,11),
atualmente ainda h& descricdo da sua
atividade antimutagénica (12) e
anticarcinogénica (13).

Os compostos extraidos da Gochnatia
polymorpha  foram  identificados como
triterpene  bauerenyl acetate, guaianolide

11,13-dihydrozaluzanin C, e dimeric
guaianolides 10-desoxygochnatiolide A,
gochnatiolide A, 8-hydroxi-10-
desoxygochnatiolide A e 8-

hydroxigochnatiolide A (13), porém sé&o poucos
0os estudos realizados com o extrato e
compostos extraidos dessa planta.

Os estudos realizados in vitro e in vivo
tém esclarecido muitos aspectos tanto em
nivel molecular quanto celular no campo da
Genética Toxicologica. Alguns sao também
capazes de determinar compostos toxicos ou
benéficos aos seres vivos e ao meio ambiente.
Outros servem como screening indireto de
substancias anticancerigenas (14).

O ensaio de viabilidade celular,
descrito por Mosmann (15), baseia-se na
capacidade que as mitocondrias de células
vivas possuem de converter o MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide], um sal tetrazolium de coloragéo
amarela, em um formazan de coloracdo roxa.
Assim, entende-se que quanto mais roxa for a
solugdo que contenha as células, maior sera o
namero de células vivas. Por outro lado,
quanto menor a intensidade roxa da solucéo,
menor serd o numero de células viaveis.

O ensaio de Allium cepa é realizado
em raiz de cebola. Ha duas opc¢des para o
desenvolvimento do ensaio de Allium cepa:
cultivar as cebolas compradas em mercados
em copos (ou béqueres) com agua ou cultivar
as sementes compradas em casas
agropecuarias em pequenos pratos (ou placas
de petri) com papel filtro embebidos em agua.

Allium cepa é um teste de facil
execucao e baixo custo, além de apresentar
alteracdes genéticas bem definidas,
cromossomos grandes e em nimero reduzido
(2n=16), divisdo celular rapida e controlavel,
com elevada sensibilidade e capacidade de
responder a mutagenos de maneira similar a
mamiferos, com relacdo de concordancia de
80% com testes de carcinogenicidade em
roedores (16,17).

Frente ao exposto, o presente estudo
objetivou analisar e descrever a atividade
citotéxica, mutagénica e antimutagénica do
extrato etandlico de Gochnatia polymorpha
sobre o DNA da cebola e em células de
melanoma murino B16F10, por meio das
técnicas do ensaio MTT e Allium cepa.

MATERIAL E METODOS

Ensaios Bioldgicos

Os procedimentos relativos a cultura de
Células e ao ensaio de aberragbes
cromossbmica em  Allium cepa foram
realizados no Centro de Estudos em Células
Troncos, Terapia Celular e Genética
Toxicolégica (CeTroGen). O EEGP foi
preparado e cedido pela Profa. Dra. Maria
Elida Stefanello do Departamento de Quimica
da Universidade Federal do Parana.
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Ensaio de Citotoxicidade

A linhagem celular de melanoma
murino B10F16 foi cultivada em sistema de
monocamada, a 37°C e 5% de CO, em
incubadora Thermo Scientific®, em frascos de
cultura de 25cm® contendo 10mL de
Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco®) suplementado a 5% com soro fetal
bovino (Gibco®) e 1% de piruvato de sédio
(Gibco®).

O meio de cultura de frascos com
células em confluéncia foi descartado. Em
seguida os frascos foram lavados 3 vezes com
5mL de solucdo tampdo fosfato (PBS).
Acrescentou-se 500uL de tripsina-EDTA
(0,025%) e levou-se o frasco a incubadora a
37°C por 1 minuto. A tripsina foi inativada com
3mL de meio de cultura suplementado. As
células foram contadas e semeadas na
concentracdo de 2,0 x 10* células/poco em 11
colunas da placa de 96 pocos.

O ensaio de MTT foi realizado
segundo Mauro et al. (14) com modificac@es.
Para tanto, a cultura foi estabilizada por 24
horas e em seguida as células foram tratadas.
A primeira coluna ndo possuia células, mas
recebeu o extrato etandlico de Gochnatia
polymorpha na maior concentracdo e foi
considerado o branco. A segunda coluna
recebeu s6 o veiculo do agente indutor de
danos (PBS) e do extrato (dimetilsulfoxido -
DMSO 2%). A terceira coluna foi tratada com
Metilmetanosulfonato (MMS) na concentracdo
de 75,2pg/mL. As outras colunas receberam o
extrato etandlico de Gochnatia polymorpha
(EEGP) nas concentragbes 1000, 500, 250,
125, 62,50, 31,25, 15,62, 7,81 e 3,91ug/mL.

O tratamento das células se deu por
24 horas. Em seguida o meio de cultura,
contendo os tratamentos, foi descartado e
acrescentou-se 150uL MTT na concentragao
de 330pg/mL (Brometo de Tetrazdlio Azul de
Ttiazolilo — CAS 298931; Sigma-Aldrich®). As
células foram incubadas por 4 horas.
Descartou-se o MTT e acrescentou-se 100uL
de DMSO. Procedeu-se a leitura da
absorbancia em Leitora de microplacas
Robonic® em filtro de 540nm.

As andlises estatisticas foram
realizadas por Analise Variancia/Tukey (Graph
PadPrism® — versdo 5; Graph-Pad Software
Inc., San Diego, CA, USA). As diferencas
foram consideradas estatisticamente
significativas quando p <0,05.

Ensaio de Allium cepa

Sementes comerciais de Allium cepa
(TOP SEED® - garden/ blue line; Lote:
020595) foram colocadas para germinar em
temperatura ambiente em placas de Petri,
cobertas com papel filtro, e embebidas com
3mL de agua destilada ou nos diferentes
tratamentos. O experimento teve duracdo de
120 horas e os protocolos foram desenvolvidos
segundo Mauro et al. (15), com modificacbes:
() Controle Negativo: as sementes foram
cultivadas por 120 horas em solucao etandlica
a 1,2%; (II) Controle Positivo (MMS): as
sementes foram cultivadas nas primeiras 24
horas em agua destlada (3mL), e
posteriormente transferidas para placas
contendo 3mL de uma solucdo aquosa de
MMS, na concentracao de 10upg/mL, por um
periodo de 96 horas; (lll) Protocolo de
Mutagenicidade - Extrato Etandlico de
Gochnatia polymorpha (EEGP): as sementes
foram colocadas para germinar nas primeiras
72 horas em agua destilada. Nas 48 horas
seguintes as mesmas foram germinadas em
EEGP na concentracdo de 15 x10°pg/mL; (V)
Protocolo de Antimutagenicidade — Simultaneo
Simples: Neste tratamento as sementes foram
cultivadas em agua destilada (3mL) por 72
horas, e transferidas para uma placa de cultivo
contendo 1,5mL solucdes de MMS e 1,5mL de
EEGP, adicionados simultaneamente, por um
periodo de 48 horas.

Para a confec¢cdo das laminas utilizou-se
0 protocolo de Fernandes et al. (16) com
modificagcdes. As raizes foram colhidas ao
meio dia e submetidas a solucdo fixadora (3
acido acético:1 etanol) por um periodo minimo
de 6 horas. Procedeu-se a hidrdlise acida para
exposicdo do material genético (HClI 1IN a
60°C, por 6 minutos) e corou-se em reativo de
Schiff por 2 horas em local escuro. Os
meristemas das raizes foram cortados e
corados com uma gota de Carmin Acético
(2%). Em seguida o material foi recoberto por
laminula e levemente esmagados. Para a
confeccdo de laminas permanentes toda a
lamina foi mergulhada em nitrogénio liquido
para a retirada da laminula. Posteriormente
com um auxilio de resina sintética (Permout®)
uma nova laminula foi depositada sobre o
material biologico.

Foram analisadas 5.000
células/tratamento (1.000 células/lamina) em
microscopia de luz com aumento de 40 vezes.
As células foram subdivididas em intérfase,
profase, metafase, anafase, teléfase e dentre
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estas quantificou-se o numero de alterac6es
cromossdmica e a presenca de micronuicleos.

A percentagem de reducdo de danos (RD%),

sugerida por Waters et al., (17), foi obtida por
meio do seguinte calculo:

RD%| Média do controle positivo — Média do grupo associado

Média do controle positivo — Média do controle negativo

As andlises estatisticas foram
realizadas por Analise Variancia/Tukey (Graph
PadPrism® — versdo 5; Graph-Pad Software
Inc., San Diego, CA, USA). As diferencas
foram consideradas estatisticamente
significativas quando p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise citotoxica

O ensaio de MTT indicou que o
metilmetanosulfonato utilizado como controle
positivo foi eficiente em matar 92,31% das
células em cultura, demonstrando assim
atividade citotoxica para a célula de melanoma
B16F10 (p<0,05). A concentracdo mais alta do
EEGP (1000ug/mL) foi ainda mais téxica do
que o MMS e determinou morte celular de
98,37% (p<0,05). As concentracdes de 500,
250, 125ug/mL também mostram-se
citotoxicas para a linhagem B16F10 (p<0,05).
J4 as concentracdes 62,50 e 31,25ug/mL
demonstram uma baixa eficiéncia citotoxica
apesar de significativa (p<0,05) e as doses de
15,62, 7,81 e 3,91ug/mL ndo causaram morte
celular (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios de absorbancia (nm) £ desvio
padréo e porcentagem de viabilidade celular das células
B16F10 tratadas com extrato etandlico de Gochnatia
polymorpha.

X 100

EEGP 125,00  0,0517 42,31
0,0382°

EEGP 62,50 0,0971 + 79,46
0,0476"°

EEGP 31,25 0,1054 + 86,25
0,0230°

EEGP 15,62 0,1332 + 109,00
0,0309°

EEGP 7,81 0,1455 + 119,07
0,0371°

EEGP 3,91 0,1166 + 95,42
0,0160%°

Tratamentos  Média + DP indice de
Viabilidade
celular (%)

Controle 0,1222 + 100,00
Negativo 0,0342°
Controle 0,0094 + 7,69
Positivo 0,0100°
EEGP 1000,00 0,0020 * 1,63
0,0015%

EEGP 500,00 0,0275 + 22,50

0,0126°

EEGP 250,00 0,0469 * 38,38

0,0204°

Legenda: Controle negativo — veiculo do agente indutor de
danos (PBS) + veiculos do extrato etandlico de Gochnatia
polymorpha (DMSO 2%); Controle positivo —
Metilmetanosulfonato (MMS - 75,2ug/mL); EEGP -
Extrato Etandlico de Gochnatia polymorpha (1000,00 a
3,91ug/ml). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05, ANOVA/Tukey).

Constatou-se que o EEGP é citotdxico
para células B16F10 nas concentracdes entre
1000 e 31,25 pg/mL e que inclusive a dose de
1000ug/mL é mais toxica do que o proprio
MMS, composto utilizado como controle
positivo  por causar citotoxicidade e
mutagenicidade. Considera-se que o EEGP
tem potencial quimioterapico e corrobora com
Strapasson et al. (13) que relata atividade
antiproliferativa para compostos isolados da
Gochnatia polymorpha ssp. floccosa em
células tumorais de rins, melanoma e ovario.

Analise mutagénica e antimutagénica

Sugere-se que compostos que
possam causar danos no DNA vegetal
também o facam em mamiferos. Sabendo que
esses danos podem correlacionar-se ao
desenvolvimento do cancer, o ensaio de Allium
cepa pode ser empregado para screening
indireto, de substancia anticancerigena. Nesse
contexto, o teste de Allium cepa é adequado
para analisar danos mutagénicos por
apresentar significativa correlagdo com o0s
mesmos danos em sistemas testes de
mamiferos (4).

A Tabela 2 apresenta os dados
referentes aos testes de mutagenicidade e
antimutagenicidade do EEGP em sistema teste
de Allium cepa. Os resultados demonstram
que o EEGP ndo é mutagénico. Ja na
avaliacdo da antimutagenicidade, em protocolo
de tratamento simultdneo simples, o EEGP foi
eficiente em reduzir em 43,90% a frequéncia
de danos genéticos induzidos pelo MMS.
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Tabela 2. Valores médios das alteragBes nucleares e cromossOmicas, tipos de aberracdes cromossémicas e porcentagem de
reducdo de danos no DNA de células meristematicas de Allium cepa tratadas com Gochnatia polymorpha.

Tratamentos Aberrac6es Cromossbmicas MédiatEPM %R D
MN PO QUE PER BRO
Mutagenicidade

Controle negativo 5 2 2 1 0 3,33+1,862 -

Controle positivo 157 16 49 31 3 85,33+8,11° -

EEPG 3 1 3 3 0 3,33+0,88? -

Antimutagenicidade

Simultdneo simples 47 10 17 9 2 49,3349,13" 43,90
Legenda: Controle negativo — solugdo etandlica 1,2% (48h); Controle positvo - MMS - solugdo aquosa de

Metilmetanosulfonato - MMS; EEGP — Extrato etandlico de Gochnatia polymorpha - concentragdo de 15 xlO’Gpg/mL;
Tratamento simultaneo simples (48h da associacdo de EEGP e MMS); MN: micronucleo; PO: ponte; QUE: quebra; PER:
perda; BRO: broto. EPM — Erro Padrdo da Média. %RD: Porcentagem de redugdo de danos. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, ANOVA/Tukey).

No ensaio Allium cepa, concluiu-se
também para o EEGP, o efeito antimutagénico,
além de auséncia de atividade mutagénica.
Reforcam esses achados o estudo de Horn e
Vargas (12) que demonstram que o cha de
Gochnatia polymorpha ndo é mutagénico e
possui atividade antimutagénica no ensaio de
Salmonella/microssoma.

Allium cepa é um teste de facil
execucdo e baixo custo, além de apresentar
alteracdes genéticas bem definidas,
cromossomos grandes e em numero reduzido
(2n=16), divisdo celular rapida e controlavel,
com elevada sensibilidade e capacidade de
responder a mutagenos de maneira similar a
mamiferos, com relagdo de concordancia de
80% com testes de carcinogenicidade em
roedores (3,4). Assim, sugere-se que
compostos que possam causar danos no DNA
vegetal também o fagam em mamiferos.
Sabendo que esses danos podem
correlacionar-se  ao desenvolvimento do
cancer, o ensaio de Allium cepa pode ser
empregado para screening indireto, de
substancia anticancerigena. Nesse contexto, o
teste de Allium cepa é adequado para analisar
danos mutagénicos por apresentar significativa
correlacdo com o0s mesmos danos em
sistemas testes de mamiferos (4).

O ensaio de aberracdo cromoss6mica
indicou que plantas que causam lesdes no
DNA tém potencial carcinogénico e que
aquelas que possuem a capacidade de
diminuir a frequéncia de lesdes genética
induzidas por um agente indutor de danos no
DNA s8o as que possuem capacidade
quimiopreventiva, ou seja, capacidade de

prevenir lesdes no DNA que poderiam levar ao
desenvolvimento de tumores. Essa Ultima
assertiva & corroborada por Luiz (34) que,
firma que na area de mutagénese o potencial
quimiopreventivo de uma substancia é testado
confrontando 0 suposto antimutagénico com
uma substancia sabidamente mutagénica, e
entdo se deve observar uma reducdo das

lesBes produzidas no DNA.

CONSIDERACOES FINAIS |

ApOs a andlise do material em estudo
constatou-se que o0 extrato da planta
Gochnatia polymorpha nas concentracdes
entre 1000 e 31,25 ug/mL é citotdxico para
células B16F10. Os resultados do sistema
teste de Allium cepa demonstram que o EEGP,
quando testado na concentracdo de 15x10°
®ug/mL ndo é mutagénico e na avaliagdo da
antimutagenicidade o EEGP reduziu em
43,90% a frequéncia de danos genéticos
induzidos pelo MMS.
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