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RESUMO

Baccharis dracunculifolia e Baccharis trimera pertencem a familia Asteraceae.
Popularmente conhecidas como “carqueja” estas espécies sdo empregadas na forma de cha
para tratar distirbios digestivos e hepdticos, sendo também indicadas para desintoxicagcdao
do organismo. Neste estudo foi avaliado o perfil fitoquimico, efeitos mutagénicos, bem
como, atividades genotdxicas e ou antigenotéxica e atividades antioxidantes dos extratos
aquosos de ambas espécies. A andlise fitoquimica de ambas as plantas indicou a presenga
de saponinas e flavondides. Na avaliacdo genotdxica através do ensaio cometa in vivo o
extrato aquoso de B. dracunculifolia (EA-d) induziu danos ao DNA em amostras de
tecidos sangiiineo e hepatico de camundongos. Entretanto, foi observado reparo do dano na
amostra de sangue periférico (SP) 24h, em relacdo ao controle negativo (CN). No teste de
micronucleos EA-d foi mutagénica (500-2000 mg/kg) e citotéxica (2000 mg), em relagcdo
ao controle negativo (CN). O extrato aquoso de EA-t induziu danos ao DNA das células
de SP coletados em 3h, de forma dose e efeito. Porém foi observado reparo de dano em
amostra de SP 24h em relacdo ao CN. No tratamento ex vivo com H,0O, observou-se
diminui¢do do ID nas amostras de SP 72h (500-1000 mg/kg). Os resultados da avaliacio da
atividade mutagénica indicaram que EA-t aumentou a freqiiéncia de micronicleos em
eritrocitos policromdticos de medula dssea de animais tratados, quando comparados ao
CN. No teste hipoxantina/xantina oxidase e DPPH in vitro, ambos extratos demonstraram
atividades antioxidantes de forma dose e efeito. No ensaio de DPPH ambos os extratos
demonstraram atividade de 90% (1000 pg/ml) sob os radicais livres e de 70% de inibicao

na formacdo de DHBA no ensaio de hipoxantina/xantina oxidase.



ABSTRACT

Baccharis dracunculifolia and B. trimera belong to the Asteraceae family,
popularly known as “carqueja” both plants are frequently used as a tea to treat digestive
and hepatic disorders, also being indicated to detox the organism. In the present work the
phytochemical profile was analysed and evaluated the mutagenic effect, as well as
genotoxic/antigenotoxic and antioxidant activities of the aqueous extract of B. trimera and
Baccharis dracunculifolia. The phytochemical analisys of both plants indicated the
presence of saponins and flavonoids. The genotdxic evaluation using the comet test
showed that B. dracunculifolia aqueous extract (EA-d) induced DNA damage in mice
blood and hepatic tissue. However damage repair in peripheric blood (PB) after 24h was
observed compared with the NC (negative control). In the micronucleus test, EA-d was
mutagenic (500-2000 mg/kg) and cytotoxic (2000 mg), when compared to NC. Baccharis
trimera aqueous extract (EA-t) induced DNA damage in dose-dependent manner on PB
collected after 3h. The number of micronucleus in PCES of treated animals Bone marrow,
when compared to the NC indicated mutagenic effect for EA-t. The antioxidant activity
results of DPPH and hipoxanthine/xanthine oxidase assay showed for both extracts a
concentration-dependent activity. In the DPPH assay, the free radical scavenging activity
of both extracts was higher than 90% at 1000 pg/ml, and the capacity to inhibit DHBA

formation using the hipoxanthine/xanthine oxidase assay was higher than 70%.



I- INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pelo homem estd associado a sua evolugdo
antropolégica, desde quando era ndmade até tornar-se um espécime sedentdrio. Através da
observacdo, experimentacdo e da necessidade de tratar seus males o homem fez uso das
mais variadas espécies de plantas selecionado-as de acordo com seu potencial terapéutico
(SIMOES et al., 1986). Ao longo deste tempo, esse conhecimento, tornou-se uma das
maiores riquezas terapéuticas, produzindo um legado e propiciando o aproveitamento
dessas plantas pela etnofarmacologia. Esta ciéncia € definida como “a exploracao cientifica
interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou
observados pelo homem” (BRUHN e HOLMSTEDT, 1982; SIMOES et al., 1999). A
partir do conhecimento popular sobre plantas medicinais e o facil acesso a nossa vasta
biodiversidade, estima-se que os custos para o desenvolvimento de um fitomedicamento
nao devem ultrapassar 2 a 3% daquele previsto para o desenvolvimento de um novo
medicamento sintético (CALIXTO, 2000). Entretanto, cabe salientar que a exploracio
indiscriminada dos recursos naturais pode levar a extincdo de muitas espécies (SOULE,
1991) como € o caso de alguns géneros ameacados Maytenus, Bauhinia, Mikania, Cordia,

Tabebuia, Pilocarpus Erytroxylum (DE STASI, 2003).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo em recursos naturais, estimada
em cerca de 20% do numero total de espécie, contando com mais de 55.000 espécies de
plantas catalogadas (SIMOES et al., 1989; DIAS, 1996; SIMOES et al., 2003). Este
imenso patrimOnio genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem valor inestimavel,
principalmente, no desenvolvimento de novos fairmacos (CRAGG et al., 1997; PANDEY,
1998; SHU, 1998). Tal fato justifica o grande nimero de fdrmacos obtidos a partir do
metabolismo secunddrio de varias espécies de plantas, como por exemplo quinina
(Cinchona ledgeriana), paclitaxel (Taxus brevifolia), digoxina (Digitalis purpurea ) e

morfina (Papaver somniferum) ( SIMOES et al., 2003).

Outro emprego importante das plantas medicinais refere-se a producdo de
fitoterapicos, que sdo medicamentos constituidos de extratos padronizados de plantas,

amplamente comercializados, tanto em paises pobres como em paises ricos (LORENZI et



al., 2002). Os fitoterdpicos sao reconhecidos pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
como recurso terapéutico desde 1978. Desde entdo o consumo destes fitoterdpicos tem se
intensificado (LOPES et al., 2004; ROSA et al., 2004). A legislagdo brasileira e
internacional exige que produtos industrializados como pesticidas, agrotéxicos, farmacos,
fitoterdpicos entre outros, sejam produzidos ou colocados no mercado para consumo
somente apds a avaliagdo rigorosa de suas caracteristicas. A Portaria n° 116 de 1996
normatizou o estudo de toxicidade e eficdcia dos fitoterdpicos, exigindo que estes produtos
sejam submetidos a uma extensa bateria de testes. Estes ensaios sdo realizados para
determinar suas propriedades fisico-quimicas, atividade t6xica e neurotdxica em animais,
assim como seu potencial mutagénico, teratogénico e carcinogé€nico. No intuito de
padronizar as andlises toxicolégicas, a ANVISA emitiu sob forma de Resolucdo (RE N°
90 de 2004) o “Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de
fitoterdpicos”, que enfatiza a importancia da avaliacdo toxicoldgica para registro ou
renovacdo de registro de fitoterdpicos (LEMOS e TERRA, 2003; www.anvisa.gov.br).
Dessa maneira, constata-se a importancia de estudos quanto a toxicidade de plantas
medicinais, bem como a determinacdo do potencial farmacoldgico para a pesquisa de

novos produtos naturais mais eficazes e seguros.

1. Aspectos taxonomicos

1.1. Familia Asteraceae

7z

Asteraceae € o grupo sistemdtico mais numeroso dentro das Angiospermas,
compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies. Sao plantas de aspecto
extremamente variado, incluindo pequenas ervas ou arbustos (VERDI er al., 2005) cerca
de 98% do género € constituido por plantas de pequeno porte, que sdo encontradas em
todos os tipos de habitat, principalmente nas regides tropicais € montanhosas da América
do Sul (JOLY,1967). Plantas dessa familia sdo extensivamente estudadas quanto a sua
composi¢do quimica, atividade biolégica em funcdo do seu uso popular como recurso
terapéutico. Este é o caso de Artemisia absinthium, erva de sabor amargo, conhecida

popularmente como losna, com benéficas funcdes digestivas, usada também na fabricacdo



da bebida absinto (JOLY, 1967; VERDI et al., 2005). Estudos cientificos realizados com
espécies de Asteraceae levaram ao isolamento de uma variedade de metabdlitos

secundérios com destaque aos flavondides, que despertaram o interesse dos pesquisadores

devido sua atividade como antioxidante (HARBORNE et al., 2000).

1.2. Género Baccharis

Com mais de 500 representantes, Baccharis € um dos géneros mais numerosos
pertencentes a familia Asteraceae, que se distribui por todo o sul do Brasil, Argentina,
Colombia, Chile e México. No Brasil s@o descritas 120 espécies de Baccharis e a maior

parte estd localizada na regido sudeste do pais (CORREA, 1984; VERDI et al., 2005).

Em geral, sdo arbustos que crescem em média de 0,5m a 4m de altura. As espécies
desse género apresentam elevado valor sécio-econdmico, com ampla dispersdo nos
Estados de Santa Catarina, Parand, Sao Paulo e Rio Grande do Sul. As espécies desse
género sdo consumidas, principalmente na forma de chds, com indicac¢des para distirbios
estomacais, figado, anemias, inflamacdes, diabetes, sendo também indicada no processo de
desintoxicacdo do organismo (CORREA, 1984; KOBES, 1995). Por outro lado, muitas sao
as implicagdes econdmicas dessas espécies, no sudeste dos Estados Unidos. Baccharis
neglecta, B. halimifolia e B. salicifolia causam impactos negativos para a economia
americana. B. neglecta é uma planta invasiva, afetando as pastagens em algumas regides
do Texas, enquanto B. halimifolia é téxica para o gado, causando sintomas como tontura,
tremores, convulsao, diarréia e outros transtornos gastrintestinais. B. salicifolia é freatdfita,
provocando o esgotamento dos leng¢dis fredticos, principalmente em regides muito aridas

(BOLDT, 1989).

Em pastagens brasileiras t€ém-se registros de envenenamento de animais devido a
ingestdo de B. megapotamica e B. coridifolia, espécies que acumulam tricotecenos,
substancias altamente téxicas (VARASCHIN ez al., 1998; HARAGUCHI, 2003; VERDI et
al., 2005), podendo causar a morte tanto de animais como de seres humanos (ROZZA et

al., 2006). B. coridifolia conhecida popularmente com "mio-mio" tornou-se um problema



freqliente na América do Sul, sendo uma das plantas mais toxicas para o gado no Brasil,
Argentina e Uruguai. A ingestdo 0,25 g a 0,50 g da planta por kg do animal, quando estas
estdo com flores, ou 2 g/kg de talos da planta em crescimento € suficiente para levar a
morte dentro de 14 a 48 h (VERDI et al., 2005; ROZZA et al., 2006). Por outro lado,
algumas espécies desse género trazem beneficios, como € o caso de B. pluralis bastante
utilizada na delimitacdo de terrenos na forma de cerca viva e na cobertura de solo para
prevenir erosdo. A partir das folhas da B. dracunculifolia, B.genistelloides e B.trimera do
sudeste do Brasil sdo extraidos, por arraste a vapor, O6leo de “vassoura” e o6leo de
“carqueja”, com alto valor para a industria de fragrancia (DE STASI e HIRUMA LIMA,
2002; KUMAZAWA et al., 2004). Além disso, essas espécies e outras do género
Baccharis, tem despertado o interesse dos pesquisadores devido sua importancia
farmacolégica no uso popular para tratar distirbios digestivo e disfun¢do hepatico
(VARASCHIN et al., 1998; HARAGUCHI, 2003; JANUARIO er al, 2004;
KUMAZAWA et al., 2004; VERDI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005; ALENCAR et
al., 2005; ORSI et al., 2005; FUKUDA et al., 2006).

Estudos fitoquimicos com vadrias espécies do género Baccharis revelam a presenca
de diferentes classes como: triterpenos, diterpenos, sesquiterpenos (MOREIRA et al.,
2003; ORSI et al., 2005), taninos, saponinas (GENE et al., 1996; BUDEL et al., 2004) e
tricotecenos (RIZZO et al., 1997, VERDI et al., 2005). Além destes, cabe destacar a
freqliente ocorréncia de flavondides, com distintos tipos de nicleos como: flavanonas
naringenina e eriodictiol (SHARP et al., 2001); flavanon6is aromadendrina (MOREIRA et
al., 2003) cirsimaritina (MESQUITA et al., 1986); flavonas apigenina, hispidulina,
quercetina, penduletina (SHARP et al., 2001) luteolina (SOICKE et al., 1987), flavondis
canferol (SHARP et al., 2001), glicosideos rutina, hiperosideo e isoquercetrina (LIU et al.,
1993).

Nos estudos de atividades bioldgicas com espécies do género, destacam-se 0s
efeitos antimicrobianos (AVANCINI ez al., 2000), antioxidante (RESENDE et al., 2007),
citotéxicos (VERDI et al., 2005, FUKUDA et al., 2006), antimutagénico (NAKASUGI e
KOMALI 1998) ¢ antiinflamatérios (JANUARIO et al., 2004). Entre as espécies mais

pesquisadas quanto a composi¢do quimica e/ou atividade bioldgica, encontra-se B.



megapotamica, B. incarum, B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B. coridifolia,

B. dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata (VERDI et al., 2005).

1.2. Baccharis dracunculifolia

1.2.1. Descricao Botanica

Baccharis dracunculifolia (Figura 1 e 2 ) se distribui por todo sul do Brasil,
Bolivia, Paraguai, Uruguai e norte da Argentina. E um arbusto perene, nio ramificado,
cresce de 1,5 a Sm de altura e se desenvolve em ambientes Umidos. Apresenta folhas
lanceoladas, alternas, inteiras e denteadas na parte superior. Sua floracio (Figura 2) ocorre
no verdo com formagdo de numerosos capitulos pedunculados, solitarios formados nas

axilas das folhas superiores. Seu fruto € do tipo aquénio cilindrico (BURKARTA, 1974).

Figura 1. Vista geral da planta B.dracunculifolia (http:plantamatriz.com.br).



Conhecida como "alecrim-do-campo”, '"vassourinha" ou ‘"carqueja", B.
dracunculifolia é popularmente empregada na forma de chd como antipirético, para tratar
distirbios digestivos e hepaticos (VERDI et al., 2005; FUKUDA et al., 2006). Esta planta
¢ uma das espécies do género que despertou o interesse de pesquisadores, devido ao seu
amplo uso popular, as propriedades farmacoldgicas associadas aos seus constituintes
quimicos, como a propolis verde e o 6leo essencial (DE STASI e HIRUMA LIMA, 2002;
VERDI et al., 2005; ALENCAR et al., 2005).

Figura 2. B.dracunculifolia em floragdo ( http:plantamatriz.com.br)



1.2.2. Aspectos fitoquimicos e propriedades biolégicas

1.2.2.1. PROPOLIS

z

A propolis € um termo genérico usado para descrever uma mistura resinosa
coletado por abelhas da espécie Apis mellifera (Figura 3) de diversas partes da planta como
gemas vegetativas, gemas florais e exsudados resinosos (GHISALBERTI, 1979;
TEIXEIRA et al., 2005 ) produzidos na regido sudeste do Brasil (ALENCAR et al., 2005).

Figura 3. Apis mellifera coletando a prépolis (ponta da seta) de B. dracunculifolia

(http://plantamatriz.com.br).

Estudos comparativos entre a propolis e o extrato de folhas de Baccharis
dracunculifolia demonstram que essa espécie € a principal fonte para a sua producio
(PARK et al., 20027, 2002b; KUMAZAWA et al., 2003; PARK et al., 2004). Alencar e
colaboradores (2005) através de estudos fitoquimicos da prépolis e do extrato metandlico
das folhas de B. dracunculifolia, constataram que os compostos fendlicos, principalmente,
artepilin C e derivados do 4cido cindmico estdo presente em ambos, 0 que sugere a origem
da préopolis verde (MARCUCCI e BANKOVA, 1999; PEREIRA et al., 2002a; PEREIRA
et al., 2002b; FUNARI et al., 2007).



z

O uso popular da prépolis como recurso terapéutico é milenar. Povos egipcios
usavam a prépolis para mumificagdo e como recurso terapéutico para tratar infeccoes,
edemas e ferimentos. Os gregos, especialmente, Aristételes ja descrevia seu uso medicinal

(MATSUNO, 1997; PEREIRA et al., 2002a, 2002b; CASTALDO e CAPASSO, 2002).

Ao longo do tempo, instigado pelo uso popular, o estudo da prépolis se destaca por
suas varias propriedades bioldgicas e por sua atividade antibidtica, (MARCUCCI et al.,
2001; ORSI et al., 2005), antiinflamatéoria (MONTPIED et al., 2003), cicatrizante
(GHISALBERTI, 1979), anestésica, antiviral (BURDOCK, 1998), antioxidante (DE
STASI e HIRUMA LIMA, 2002; KUMAZAWA et al., 2004) e anticariogénica (
ISHIKAWA et al., 2004). Esta atividade, também foi verificada por Silva Leitdo e
colaboradores (2004) a partir de testes in vitro utilizando Streptococcus mutans e extrato

de propolis verde.

Em estudo fitoquimico Alencar e colaboradores (2005) observaram tanto no extrato
metandlicos das folhas B. dracunculifolia quanto na prépolis, desta espécie, a presenga do
composto farnesol (Figura 4), descrito por alguns pesquisadores como citotdxico
(VOZIYAN et al., 1995; ALENCAR et al., 2005; FUKUDA et al., 2006; FUNARI et al.,
2007). Funari e colaboradores (2007) através de ensaios in vitro utilizando fibroblastos
(NIH-3T3) de camundongos, constataram efeito citotéxico da prépolis verde na
concentracdo de 31,25 pg/ml. Em outro estudo Pereira e colaboradores (2008) através do
Ensaio Cometa e testes de micronucleos verificaram atividade genotdxica e mutagénica da

propolis em células de sangue periférico de camundongos.

CH,OH
|

Farnesol

Figura 4. Estrutura molecular do farnesol (ALENCAR et al., 2005).



1.2.2.2. OLEO VOLATIL

Os o6leos volateis sdo misturas complexas, obtido a partir de plantas, constituidos
por substancias volateis, lipofilicas, odoriferas e liquidas (SIMOES e SPITZER, 2003).
Estes metabolitos secunddrios tem como fungdo bioldgica para o vegetal, inibir a
germinagdo, proteger contra predadores, atrair polinizadores e controlar a temperatura

(CRAVEIRO e MACHADO, 1986; HARBONE,1993).

O o6leo volatil obtido das folhas de B. dracunculifolia, conhecido popularmente
como “6leo de vassourinha” tem grande valor econdmico para a indudstria de fragrancia e
farmacéutica (DE STASI, 2003; VERDI et al., 2005). Em estudo fitoquimica Loayza e
colaboradores (1995) identificaram e caracterizaram no 6leo de B. dracunculifolia vérios
compostos sesquiterpénicos oxigenados (Figura 5), tendo como constituintes majoritarios

germacrano-D (5%) e 6-cadineno (13%).
.w

Germacranao-L G-cadineno

Figura 5. Estrutura molecular dos sesquiterpenos Germacrano-D e 9- cadineno (LOAYZA

et al., 1995).

Alencar e colaboradores (2005) utilizando cromatografia gasosa acoplada a um
espectrometro de massas (CG-EM) fizeram andlise no extrato metandlico das folhas de B.
dracunculifolia e identificaram a presenca de alfa-pineno, beta pineno, éster dimetilico do
acido butanedidico, éster metilico do acido hidroxicindmico, éster etilico do acido
hidroxicinamico, 7- éster metilico do acido 4-metoxibenzodico, n-tetradecano, farnesol,
metil 4-hidroxihidroxicinamato, metil 4-metoxicinamato (dcido cumarico), etil 3,4

dimetoxicinamato (4cido ferruilico), éster metilico do 4cido hexadecandico, 4-pentametil-6-



butil-2,3-dihidroindeno, éster metilico do 4cido 9,12-octadecadiendico, apigenina,

isosacuranetina e canferide.

Nagatani e colaborados (2001, 2002) identificaram, no extrato metandlico de folhas
de B. dracunculifolia novos glicosideos como  -D-glucopiranose ,f3 -D-apiofuranosil, B -
D-glucopiranose, (E)-caffeoil e dracunculifosidios. Em outro estudo Fukuda e
colaboradores (2006) isolaram do extrato das folhas de B. dracunculifolia, um novo

sesquiterpeno denominado Baccharisketone e um monoterpeno, acetato de p-metoxitimol.

Em ensaios laboratoriais, com o&leo volatil de amostras silvestres de B.
dracunculifolia t€m sido observados distintas propriedades bioldgicas, como
antiinflamatéria, antimicrobiana, antimutagénico, antioxidante (DE STASI e HIRUMA
LIMA, 2002; KUMAZAWA et al., 2004). Entretanto Fukuda e colaboradores (2006)
verificaram que alguns compostos volateis como timol, carvacrol, p-metoxitimol, e p-
cimeno-2,3-diol, presente em maior concentracdo nas folhas de B. dracunculifolia
exerceram atividade inibitéria sobre o crescimento de células tumorais (L 1210) in vitro,

caracterizando assim, uma forte citotoxicidade frente a estas células.

1.2.2.3. FLAVONOIDES

Juntamente com os diterpenos, os flavondides sdo os compostos de maior
ocorréncia no género Baccharis (MESQUITA et al., 1986; SOICKE et al., 19987; LIU et
al., 1993; SHARP et al., 2001; MOREIRA et al., 2003). Sendo que, deste grupo, a flavona
€ a classe que ocorre com maior freqiiéncia em B. dracunculifolia (Figura 6)
(MARCUCCI, BANKOVA, 1999; PEREIRA et al., 2002a; PEREIRA et al., 2002b;
VERDI et al., 2005; FUNARI et al., 2007).
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Figura 6. Estrutura molecular das flavonas (VERDI er al., 2005).

1.2.2.4. OUTROS COMPOSTOS

Alguns estudos mostram aplicagdo bioldgica tanto dos extratos de B.
dracunculifolia como dos compostos bioativos isolados. Resende e colaboradores (2007),
através do ensaio de micronicleo, observaram atividade antimutagénica da fracdo acetato
de etila de B. dracunculifolia em modelos animais. Além disso, os autores nesse mesmo
estudo verificaram, por HPLC a presenca de compostos fendlicos como 4cido caf€ico,
acido p-cumdrico, aromadendrin-4’_O-metil eter, 3-prenil- dcido p-cumadrico (drupanin),
3,5-diprenil- dcido p-cumarico (artepillin C) (Figura 7) e baccharin, que foi associado a

atividade antimutagénica observada nesse estudo.

Figura 7. Estrutura molecular do Artepillin C ( http://www.bioessens.com)



Em outro estudo Silva Leitao e colaboradores (2004) verificaram, em testes in vitro
atividade antimicrobiana e anticariogénica, da fracdo cloroférmica das folhas de B.

dracunculifolia frente a S. mutans .

1.3. Baccharis trimera

1.3.1. Descricao Botanica

B. trimera (figura 8) é uma espécie nativa nos campos e beiras de matas do sul do
Brasil, Bolivia, Uruguai e norte da Argentina. E um arbusto, perene, ramificado, didico,
afilo, com ramos trialados que se desenvolve em ambientes imidos atingindo até 1m de
altura. Apresentam flores branco-amareladas, reunidas em inflorescéncias do tipo capitulo,
dispostos ao longo do ramo superior, formando espigas (ALICE et al., 1995; BIASI e
BONA, 2000).

Figura 8. Vista geral da planta B.trimera.



1.3.2. Aspectos fitoquimicos e biologicos

1.3.2.1. Flavonoides

Os flavondides sdo compostos produzidos pelo metabolismo secundario das
plantas, estes vém atraindo atenc¢do de pesquisadores seja como substancia isolada ou na
forma de compostos, devido suas propriedades antioxidante (MARRONI, 2002). Estudos
fitoquimicos com as partes aéreas de B. trimera revelou a presenga de varios constituintes
quimicos como flavonéides (Figura 9) e terpenos (BOHLMANN e D ZDERO, 1969;
HERZ et al., 1977; TORRES et al., 2000).

flawona

flavanana
H flawvanonol

E=H soflavena
E=0H isoflavaenal

Figura 9. Estrutura bdsica classes de flavon6ides (HEIM et al., 2002).

A partir das partes aéreas de Baccharis trimera ja foram isolados os flavondides
(FiguralO): eupatorina, quercetina, luteolina, nepetina apigenina e hispidulina (SOICKE et
al., 1987; SANTOS FILHO et al., 1980). Segundo Torres e colaboradores (2000) o
flavondide eupatorina foi obtido a partir da fracdo cloroférmica de partes aéreas de B.
trimera. Em andlise quantitativa do teor de flavondides em partes aéreas de B. trimera,
Silva e colaboradores (2006) observaram em espécies nativas e silvestres a presenca das

flavonas como 5,3’-dihidréxi-4’,6,7-trimetoxiflavona e 5-hidroxi-3’,4’,6,7-



tetrametdxiflavona, no entanto, hd maior concentragdo das flavonas 5-hidréxi-3’,4°,6,7-

tetrametdxiflavona em espécies silvestres (Figura 11).
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1998) 2003) 2003)

Figura 10. Estrutura molecular da Quercetina, Luteolina e Hispidulina

1 R=0H
2 R=0Me

Figura 11. Estruturas das flavonas eupatorina ou 5,3’-diidréxi-4’,6,7-
trimetéxiflavona (1) e 5-hidroxi-3’,4’,6,7-tetrametéxiflavona (2) (JANUARIO et al.,
2006).

Em estudos laboratoriais, os pesquisadores verificam a atividade bioldgica desses
compostos. Em experimento com animais modelos com intoxica¢do induzida por
Phalloidin, Soicke e colaboradores (1987) observaram que o flavondide hispidulina
demonstrou significante acdo hepatoprotetora contra as toxinas do Phallodin.
Posteriormente, essa atividade hepatoprotetora da hispidulina foi também observada em

testes in vitro por Bruneton (2001). Em outro estudo Nakasugi e Komai (1998),



observaram através do testes de Ames, acdo antimutagénica das flavonas presentes no

extrato metandlico das partes aéreas de B. trimera.

1.3.2.2 Diterpenos

Os diterpenos sao os compostos encontrados em maior quantidade no género
Baccharis. Através de estudo com a fracdo cloroférmica das partes aéreas de B. trimera foi
possivel isolar e identificar um diterpeno do tipo clerodano (Figura 12) (TORRES et al.,
2000; VERDI er al., 2005). Essa substancia, em ensaios laboratoriais, demonstrou efeitos

relaxantes significativos, na musculatura vascular de ratos (TORRES et al., 2000).

Figura 12. Estrutura quimica do diterpeno isolado de B.trimera (TORRES et al., 2000).

Através de métodos cromatograficos, Janudrio e colaboradores (2004) isolaram do
extrato bruto de B. trimera um diterpeno do tipo clerodano que foi identificado por
métodos espectroscépicos como sendo o composto 7-hidréxi-3,13-clerodadieno-

16,15:18,19-diolido (Figura 13).

Figura 13. Estrutura quimica do diterpeno clerodano JANUARIO et al., 2004).



1.3.2.3. Uso popular

Baccharis trimera é conhecida como "carqueja" e "carqueja-amarga”, suas partes
aéreas sdo popularmente utilizadas na forma de chd para tratar distirbios digestivos,
hepdticos, reumatismo, diabetes e como antipirético (GENE et al., 1992; ALICE et al.,
1995). Esta espécie é estudada devido ao seu amplo uso popular, efeitos terapéuticos,
sendo conhecida principalmente, por seus efeitos antiinflamatérios (CORREA, 1984;
GENE et al., 1992; NAKASUGI e KOMALI, 1998). Essa indicacao popular foi avaliada por
Gene e colaboradores (1996) em modelos animais com edemas induzidos quimicamente.
Neste estudo os autores observaram efeito analgésico (67%) e antiinflamatério (95%) nos
animais tratados com extrato bruto de B. trimera na dose de 50mg/kg e 100mg/kg e
atribuiram estes efeitos a presenca de saponinas e flavonéides. Em outro estudo Gamberini
e colaboradores (1991) com base no uso popular de B. frimera para tratamento de
disfuncdo digestiva, testaram em modelos animais, extratos aquosos de partes aéreas de B.
trimera e observaram grande diminuicdo na secre¢do de &dcido géstrico, induzidos por

etanol.

Muitas espécies de plantas sdo usadas popularmente como recurso terapéutico para
tratar o diabetes. Além de vdrias atividades terapéuticas ja citadas, B. trimera também
demonstrou efeitos hipoglic€micos, observados por Oliveira e colaboradores (2005). Neste
trabalho os autores utilizaram modelos animais diabéticos, tratados com extratos de B.
trimera. O efeito anti-hiperglicémico foi verificado nas fracdes etandlica, aquosa e

butandlica.



1.4. Ensaios para avaliacao do potencial genotéxico e mutagénico

1.4.1. Ensaio Cometa

O potencial genotéxico (ou mutagénico) de substancias quimicas € avaliado em
estudos com organismos procaridticos e eucaridticos, através de testes in vitro e in vivo
(VILLELA et al., 2003). Os testes regulatorios de genética toxicoldgica incluem uma série
de bioensaios de mutagenicidade definidos e selecionados para detectar agentes quimicos e
fisicos capazes de induzir mutagdes ou alteracdoes genéticas em nivel de DNA e
cromossomos (Da SILVA et al., 2003). Entre os bioensaios mais utilizados para avaliar
atividades genotdxicas e mutagé€nicas estdo o ensaio cometa e teste de microntdcleos (MN)

(CHOY, 2001; RIBEIRO et al., 2003).

O Ensaio Cometa ou Single-Cell Gel Electrophoresis (SCGE) é utilizado para
detectar lesdes gendmicas que sdo passiveis de correcdo, para estudos de reparo do DNA,
trazendo informagOes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada
(HARTMANN et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003; RUNDELL et al., 2003; WIKLUND e
AGURELL, 2003). Porém o teste in vitro possui algumas limitagdes como exemplo, tempo
de exposicdo e utilizagdo de ativagdo metabdlica (como S9 mix) (TICE et al., 2000). Pro
outro lado, o Ensaio Cometa in vivo conta com a participa¢ao de enzimas de metabolizacao
especificas do citocromo P450. Além disso, nos permite verificar, in vivo, a atividade
genotoxica de substincias sem a influéncia de fatores farmacocinéticos como a absorcdo,
distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo. Desta forma muitos testes que apresentam
resultado positivo in vitro, podem nao expressar o0 mesmo resultado in vivo, provavelmente

devido a estes fatores (SCHWAAB et al., 2005).

A versdo alcalina do teste cometa, utilizada neste trabalho, detecta quebras de fita
simples e dupla, sitios alcali-ldbeis e crosslinks. A metodologia do teste consiste
inicialmente na disposicdo de uma suspensdo de células embebidas em gel de agarose
sobre a superficie de uma lamina de microscopia. Em seguida, as laminas sdo transferidas

para uma solucdo com alta concentragdo de sais e detergentes a fim de lisar as células,



removendo o seu conteddo citoplasmdtico e membrana nuclear. Posteriormente, as laminas
sdo imersas em um tampdo de pH 13 (alcalino). O processo faz o desnovelamento das
cadeias de DNA, pelo rompimento das estruturas secunddrias e tercidrias. Apds esta etapa,
as laminas sdo submetidas a eletroforese de modo a induzir a migracao dos fragmentos de
DNA. As laminas sdo coradas com nitrato de prata (TICE et al., 2000; HARTMANN et
al.,2003; VILLELA et al., 2003; WITTE et al., 2007).

Para interpretacdo dos resultados, as células sdo analisadas dede a classe zero, onde
o DNA apresenta-se intacto, até a classe 4 quando o DNA das células apresenta-se
praticamente todo fragmentado parecendo um “Cometa”. O indice de danos no DNA das
células € mensurado visualmente por microscopia ou por programas especificos de andlise

de imagem (TICE et al., 2000; RIBEIRO et al., 2003).

Numa versdo modificada do teste, as células ou tecidos de individuos tratados com
a substancia teste, antes de serem colocados em solugdo de lise, sdo tratadas com agente
genotoxico, por exemplo, o per6xido de hidrogénio. Este método, denonimado, teste
cometa ex vivo, € utilizado na determinagcdo da antigenotoxicidade de substancias com
potencial antioxidante, que podem proteger as células dos efeitos genotdxicos induzidos

por lesdes oxidativas ao DNA (SZETO et al., 2002).



1.4.2. Teste de microniicleo em medula éssea de camundongos

O teste MN € o ensaio in vivo mais utilizado para deteccio de agentes
clastogénicos, que causam quebras cromossOmicas, e de agente aneugénicos que induzem
erros na segregacdo cromossomica (MACGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al.,1994).
Microntcleos sdo pequenos corpusculos constituidos por material cromossdmico perdidos
pelo nicleo principal da célula durante o processo mitético. Este material cromossdémico
presente no citoplasma celular € envolvido por uma membrana nuclear, sendo visualizado
como um pequenissimo nucleo separado do nudcleo principal da célula, denominado
micronucleo ( RIBEIRO et al., 2003; FENECH, 2005). A freqiiéncia de microntcleos pode
aumentar em conseqiiéncia de danos genéticos causados por agentes fisicos, quimicos ou
bioldgicos, capazes de interferir no processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso,

ou que possam induzir quebras cromossomicas (DA SILVA et al., 2003).

Os eritrdcitos sao células abundantes na medula éssea e sangue periférico de
mamiferos, utilizados no teste pela auséncia de nucleo e possibilidade de diferenciar
eritrocitos jovens devido a presenca de RNA. Os eritrécitos jovens, denominados
eritrocitos policromdticos (EPC) contém RNA ribossomico e diferenciam-se pela
coloracdo com corante para dcidos nucléicos, como por exemplo, o Giemsa. Os EPCs
permanecem estaveis por 24 horas apos a expulsdo do nicleo, nas células dos mamiferos,
enquanto que os eritrocitos maduros, que sdo denominados de eritrocitos normocromaticos
(ENC), apresentam coloragdo homogénea por conter somente hemoglobina (VILELLA et

al., 2003).



1.5. Teste para avaliacdo do potencial antioxidante

Antioxidante é definido como qualquer agente que em baixa concentracdo retarda
ou inibe a oxidacdo de substdncias quimicas resultantes de reagdes metabdlicas ou por
fatores exdgenos como as radiacdes ionizantes formadoras de radicais livres

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000; BROZMANOVA et al., 2001).

Os antioxidantes incluem as vitaminas (A, E e C), minerais, pigmentos naturais,
compostos polifendlicos e enzimas enddgenas como superéxido dismutase (SOD),
Catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), que bloqueiam o
efeito danoso dos radicais livres (BORELLA e VARELA, 2004; HWANG e KIM, 2007;
KARIHTALA e SOINI, 2007).

Radical livre € uma espécie quimica (dtomo ou molécula) que possui um elétron
desemparelhado no seu orbital de valéncia (n° impar de elétrons). Isto confere ao radical
uma alta reatividade quimica pela tendéncia de adquirir o segundo elétron para estabilizar
o seu orbital de valéncia (KARIHTALA e SOINI, 2007). Os radicais livres mais reativos
incluem os radicais hidroxil HO®, 4nion superéxido O,", 6xido nitrico NO®, alcoxila RO®,
peroxila ROO® e peroxinitrito ONOO™ e peréxido de hidrogénio (H,0,). Estas espécies
reativas de oxigénio podem alterar a estrutura de proteinas, danificarem processos
enzimaticos € membranas lipidicas (peroxidacdo lipidica) e provocar danos ao DNA

(HWANG e KIM, 2007).

Os compostos fendlicos sao formados por anéis aromdticos com grupos
hidroxilados, sendo portanto capazes de quelar metais e varrer radicais livres pela
formacdo de radicais fenoxil. Dentre estes, os flavondides, presentes nas plantas, possuem
atividade antioxidante devido a sua capacidade seqiiestradora de radicais livres como o
anion superoxido, o radical hidroxil ou peroxil (RICE-EVANS, 1995; RICE-EVANS et
al., 1996, 1997; RICE-EVANS, 2001). Além disso, esta classe de metabdlitos secundarios



pode apresentar efeito antioxidante através da habilidade de estabilizar as membranas

celulares (HARBORNE e WILLIAMS, 2000).

1.5.1. Teste hipoxantina/xantina oxidase e DPPH

O teste DPPH in vitro ¢ um método amplamente utilizado e relativamente
rapido (SANCHEZ—MORENO et al., 1998; MENSOR et al., 2001), usado para avaliar
qualitativa e quantitativamente a atividade antioxidante de uma substiancia ou de um
extrato frente ao radical DPPH. O teste DPPH basea-se na capacidade do radical livre
estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) em reagir com substancias doadoras de H como

os compostos fendlicos (ROGINSKY & LISSI, 2005).

Através do consumo de DPPH obtem-se um indice para estimar a capacidade
antioxidante na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio
espectrofotométrico, a absorbancia a 517 nm diminui como um resultado de uma alterag¢ao
na coloracdo violeta caracteristica para amarelo, uma vez que o radical € capturado por
antioxidantes presentes na amostra através da doagcdo de um 4dtomo de H para formar a

molécula estdavel DPPH-H (ESPIN et al., 2000).

Além do método DPPH foi realizado o Teste hipoxantina/xantina oxidase que
fundamenta-se no processo de hidroxilacdo da hipoxantina. Neste teste, a hipoxantina é
transformada em xantina e depois em &cido urico, devido a presenca da enzima xantina
oxidase. A hipoxantina/xantina oxidase produz também o ion superéxido a partir do
oxigénio e peréxido de hidrogénio a partir da 4dgua. Na presenca de Fe*> e EDTA, o fon
superdxido reduz o Fe* para formar Fe*?, que forma, numa segunda etapa, o peroxido de

hidrogénio e o radical hidroxila, que sdao muito reativos.



A concentracdo do radical hidroxila é determinada baseando-se na reagdo dos
radicais hidroxilas com o 4cido salicilico. Desta forma sdo formados dois compostos
estaveis: 2,3 e 2,5 dihidroxi-dcido-benzédico (2,3-DHBA e 2,5-DHBA) (Figura 14), que
podem ser medidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (OWEN et al.,
1996; OWEN et al., 2000). Porém, a presenca de antioxidantes pode influenciar na
producdo dos dois compostos estdveis 2,3-DHBA e 2,5 DHBA, pois pode ocorrer
competi¢do entre o antioxidante e o dcido salicilico na rea¢do com radicais livres (radicais
hidroxila). Sendo assim, formard menos radicais hidroxila que podem reagir com &4cido
salicilico, portanto terd menos compostos formados (2,3 DHBA e 2,5 DHBA) . Quanto
menos esses compostos forem formados, maior a atividade antioxidante do composto

testado (MOURA et al., 2007).
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Figura 14. Esquema para geracdo de espécies reativas de oxigé€nio no sistema

hipoxantina/xantina oxidase (OWEN et al., 2000).



II OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar a atividade mutagénica, genotdxica e/ou antigenotoxica do extrato bruto de
partes aéreas de Baccharis dracunculifolia e Baccharis trimera através do teste de

micronucleos e teste cometa, in vivo.

1.2. Objetivos especificos

» Caracterizar a constitui¢ao fitoquimica das partes aéreas de B. dracunculifolia e B.

trimera.

» Avaliar a atividade mutagénica dos extratos aquosos de B. dracunculifolia e B.

trimera, através dos testes de micronucleos in vivo.

» Verificar agdo genotéxica e antigenotoxica dos extratos aquosos de B.

dracunculifolia e B. trimera, através do teste cometa in vivo.

» Determinar o potencial antioxidante in vitro dos extratos aquosos de B.
dracunculifolia e B. trimera através do teste xantina/hipoxantina oxidase e do

ensaio de DPPH.
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Abstract

Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), a native plant to Brazil known as
“vassourinha” or “alecrim-do-campo”, is the most important botanical source of a
Brazilian propolis called green propolis. The leaf extracts of this plant have been used to
treat liver and digestive disorders. It has been recognized that green propolis can induce
mutagenic effects at high doses, but no study reporting possible mutagenic effects by B
dracunculifolia extracts in the maximum tolerated dose has been conducted. The aim of the
present study was to investigate the genotoxic and mutagenic effects of this plant in vivo.
Adult CF-1 mice were treated with 500 mg/kg, 1000 mg/kg or 2000 mg/kg of an aqueous
extract of B. dracunculifolia by gavage for 3 consecutive days. Blood and liver samples
were collected to detect DNA damage using the comet assay, while bone marrow samples
were used to assess chromosome mutations by the micronucleus test. The extract increased
the DNA damage in blood and liver tissues and the frequency of micronucleus in bone
marrow. These findings suggest genotoxic and mutagenic effects of B. dracunculifolia

comparable to green propolis in mice.

Keywords: Baccharis dracunculifolia; Comet assay; Micronucleus test, green propolis.



1. Introduction

The Baccharis genus (Asteraceae) is represented by more than 500 species distributed
mainly in the tropical areas of South America. Many of these species are extensively used
in folk medicine in the treatment or prevention of liver diseases, rheumatism, diabetes, as
well as digestive and hepatic disorders (Torres et al., 2000, Verdi et al., 2005, Borella et
al., 2006, Fukuda et al., 2006). Phytochemical studies on species belonging to the genus
Baccharis have demonstrated the presence of flavonoids (mainly flavone and flavonol
subgroups), diterpenes (mainly labdane and clerodane diterpenes) and triterpenes (Verdi et
al, 2005). Baccharis dracunculifolia, commonly known as “alecrim-do-campo” and
“vassoura”, has been indicated as the most important botanical source of green propolis
(Park et al., 2002; 2004; Kumazawa et al., 2003; Lemos et al., 2007). The leaf extracts
from this plant have been used as an antipyretic, stomachic and health tonic in folk
medicine (Fukuda ef al., 2006). Studies have reported B. dracunculifolia as well as green
propolis to exert anticariogenic (Leitdo et al., 2004) and trypanocidal activities (Silva Filho
et al., 2004). A hydroalcoholic extract of B. dracunculifolia showed anti-ulcerogenic
properties (Lemos et. al., 2007).

The majority of medicinal plants have not been studied as to their toxic or mutagenic
potentials (Horn and Vargas, 2008; Costa et al, 2008). Some species from the Baccharis
genus present marked toxicity (Jarvis et al, 1996; Monks et al, 2002, Varaschin and Alessi,
2003). Recently, genotoxic and mutagenic effects have been reported for green propolis in
mice (Pereira et al., 2008); however, B. dracunculifolia extracts did not induce these
effects at low doses (Resende et al., 2007). In order to contribute to the evaluation of health

risks involved in the intake of infusions of B. dracunculifolia medicinal plant, this study



evaluated the genotoxic and mutagenic activities of an aqueous extract of this plant after

high-dose treatments in mice.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

Aerial parts of B. dracunculifolia were collected in March 2007, Canoas, RS, Brazil.
Voucher specimens were identified by Dr. Sergio Bordignon. An exsiccata n. 4040 has
been deposited at the Herbarium at Lutheran University of Brazil (HERULBRA).

2.2. Preparation of extracts

The fresh aerial parts of the plant were air-dried at room temperature for seven days. The
dried aerial parts were finely milled and the aqueous extracts were prepared by infusion
(1/10 plant/solvent). The infusion stood at room temperature for 30 min. After cooling and
filtered, the extracts were frozen and concentrated by lyophilization for five days
overnight, to obtain the B. dracunculifolia aqueous extract (Bd-AE).

2.3. Phytochemical screening

The phytochemical analysis (flavonoids, tannins, anthraquinones, alkaloids, saponins,
coumarins and cardiac glycosides) of aerial parts of B. dracunculifolia was carried out
according to the methods described by Harborne (1998). The thin layer chromatography
analyses were performed following systems and developers indicated by Wagner and Bladt
(1996).

2.4. Animals and treatments

Female (CF-1) mice weighing 20-30 g from our breeding colony were used. Animals were
housed in cages with food and water available ad libitum, under a 12-h light / dark cycle,

and at a constant temperature of 23 £ 3 °C. All experimental procedures were carried out in



accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the National
Institutes of Health (NIH).

The animals were divided to form groups with 9 or 10 individuals per group, and treated
by gavage once a day with saline solution (NaCl 0.9%; 1 mL/kg) or Bd-AE (500 mg/kg,
1000 mg/kg or 2000 mg/kg) for three consecutive days. The maximum tolerated dose
(MTD), 2000 mg/kg, was used as the highest dose level and the other doses used were 50
and 25 % of MTD. All the animals were sacrificed by decapitation on the fourth day, and
blood and liver were sampled for the comet assay, and bone marrow was sampled from
femurs for the micronucleus test. A positive control group (treated with cyclophosphamide
25 mg/kg, i.p for two days) was included for the micronucleus test.

2.5. Comet assay

The alkaline comet assay was carried out as described by Tice et al, (2000) with minor
modifications (Picada et al, 2003). Each piece of liver was placed in 0.5 mL of cold
phosphate-buffered saline (PBS) and finely minced in order to obtain a cell suspension.
Liver and blood cell suspensions (5 uL) were embedded in 95 puL of 0.75% low melting
point agarose (Gibco BRL) and spread on agarose-precoated microscope slides. After
solidification, slides were placed in lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM
Tris, pH 10.0), with freshly added 1% Triton X-100 (Sigma) and 10% DMSO for 48 h at 4
°C. The slides were subsequently incubated in freshly prepared alkaline buffer (300 mM
NaOH and 1 mM EDTA, pH >13) for 20 min, at 4 °C. An electric current of 300 mA and
25V (0.90 V/cm) was applied for 15 min to perform DNA electrophoresis. The slides were
then neutralized (0.4M Tris, pH 7.5), stained with silver (Nadin et al, 2001) and analyzed
using a microscope. Images of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two

replicate slides) were analyzed from each animal. Cells were also visually scored



according to tail size into five classes ranging from undamaged (0) to maximally damaged
(4), resulting in a single DNA damage score to each animal, and consequently to each
studied group. Therefore, the damage index (DI) can range from 0 (completely
undamaged, 100 cells X 0) to 400 (with maximum damage, 100 cells X 4). Damage
frequency (%) was calculated based on the number of tailed versus tailless cells (Picada et
al., 2003).

2.6. Micronucleus test

The micronucleus test was performed according to the US Environmental Protection
Agency Gene-Tox Program (Mavournin et al., 1990; Stopper et al., 1997). Bone marrow
from both femurs was suspended in foetal calf serum and smears on clean glass slides were
prepared as in a previous report (Picada et al 1997). Slides were air-dried, fixed in
methanol, stained in 10% Giemsa and coded for a blind analysis. To avoid false negative
results and as to obtain a measure of toxicity on bone marrow, the polychromatic
erythrocytes: normochromatic erythrocytes (PCE:NCE) ratio was scored in 1000 cells. The
incidence of micronuclei (MN) was observed in 2000 PCE for each animal.

2.7. Data analysis

Results are expressed as means + S.D and statistical significance was determined by One-
Way Analysis of Variance (ANOVA). In all comparisons, P < 0.05 was considered as
indicating statistical significance.

3. Results

Phytochemical analyses of B. dracunculifolia indicated the presence of saponins and
flavonoids. Other secondary metabolites such as anthraquinones, cardiac glycosides,

cumarins, alkaloids and tannins were not detected.



Table 1 shows the DNA damage induced by Bd-AE, as assessed by the comet assay. In the
group receiving the highest dose (3 X 2000 mg/kg) an increase in the damage index both
was observed in blood and liver tissues, in comparison to the saline group.

Table 2 shows the micronucleus test results. There was a significant increase in the
frequency of micronucleus in PCE from the positive control group treated with
cyclophosphamide, in agreement with the historical values of our laboratory. Clinical signs
of toxicity were observed in some animals treated with 3 X 2000 mg/kg of Bd-AE;
however, no animal died thereof. In this group, a significant decrease in the PCE/NCE
ratio was observed, indicating some cytotoxicity to bone marrow. In all treatments with
Bd-AE there was an increase in the frequency of micronuclei in PCE, in comparison to the
saline group.

4. Discussion

Because of the wide range of biological effects and uses for B. dracunculifolia in the
treatments of several disorders, this study evaluated the genotoxic and mutagenic activities
of an aqueous extract of this plant in mice. The comet assay was used to detect recent DNA
damage, such as single and double strand breaks, alkali-labile sites, DNA-DNA and DNA-
protein crosslinks, while the micronucleus test was used to detect clastogenic/aneugenic
activities, which leads to increasing frequency of micronucleus, and suggests mutagenic
effects at chromosomal level (Hartmann et al., 2003; Stopper et al., 1997).

The phytochemical screening of B. dracunculifolia showed the presence of flavonoids and
saponins, a finding in accordance with those of previous studies reporting flavonoids
(Soicke and Peschlow 1987; Sharp et al., 2001, Silva et al., 2006, Verdi et al., 2005) and

saponins (Gene et al., 1996, Borella et al., 2006; Mendes et al., 2007) in the Baccharis



genus. The chemical constituents of B. dracunculifolia leaf bud extracts have been found
to be similar to those of green propolis (Park et al., 2002; 2004; Sousa et al., 2007).

At the highest dose used in this study, Bd-AE significantly increased DNA damage in
blood and in liver tissues of the mice treated, suggesting the occurrence of genotoxic
effects (Table 1). Some cells showed a large amount of DNA damage (mainly class 2 and
3) from mice treated with the highest dose. However, at lower doses class 1 was the most
frequent among the Bd-AE-damaged cells, which is considered minimal damage. These
results indicate that this extract can induce genotoxic effects in different tissue/organs in
mice, depending on the dose used. Recently, similar in vivo results were reported, showing
a significant increase in DNA damage in leukocytes sampled from mice treated with a
single dose 1500 or 2000 mg/kg of green propolis (Pereira et al., 2008).

At lower doses, no significant reduction in the PCE/NCE ratio was observed as compared
to the saline group, demonstrating the absence of cytotoxicity on bone marrow (Table 2).
However, at the highest dose (3 X 2000 mg/kg), Bd-AE decreased PCE/NCE ratio,
indicating cytotoxicity. According to previous studies, green propolis and B.
dracunculifolia extracts were shown to be cytotoxic in different cell lines (Fukuda et al.,
2006; Funari et al., 2007). A methanolic extract of propolis showed strong cytotoxicity
toward human HT-1080 fibrosarcome and murine colon 26-L5 carcinome cells (Banskota
et al., 1998). Propolis from B. dracunculifolia has been found to exert a concentration-
dependent toxic effect on mouse NIH-3T3 fibroblasts (Funari et al., 2007). Monoterpene
phenols and sesquiterpenes isolated from B. dracunculifolia showed strong cytotoxic effect
against leukemia cells (L 1210) (Fukuda et al, 2006). The present study is the first to show

in vivo cytotoxicity on bone marrow cells for B. dracunculifolia.



In addition, Bt-AE exerted mutagenic effects on bone marrow (Table 2). The extract
increased the micronucleated PCE in about three times, in comparison to the saline group.
In studies using Chinese hamster ovary cells (CHO), a propolis ethanol extract as well as
an ethyl acetate extract of B. dracunculifolia increased frequency of chromosome
aberrations, both at the highest concentration tested (100 [1g/ml) (Tavares et al.,2006;
Munari et al., 2008). The extract of B. dracunculifolia was mutagenic at the highest
concentration tested (100 [1g/ml), whereas at the lowest concentration it exerted
chemopreventive effects against the chromosome damages induced by doxorubicin in
CHO cells (Munari et al., 2008). Flavonoids have been suggested to be the components
mainly responsible for both the mutagenic and antimutagenic effects of propolis and B.
dracunculifolia extracts (Tavares et al., 2006; Munari et al., 2008).

In agreement with our findings, a green propolis aqueous extract induced genotoxic and
mutagenic activities in mice treated with similar doses used here (Pereira et al, 2008).
However, in a study conducted to evaluate mutagenic/antimutagenic activities in vivo, the
extract of B. dracunculifolia did not increase micronucleus frequency when tested at a low
dose (24 mg/kg) in rats (Resende et al., 2007), suggesting that the mutagenic effects in
rodents appear to be observed only at high doses of these extracts. It is also important to
point out that the main plant source for green propolis is B. dracunculifolia. For this
reason, B dracunculifolia and green propolis extracts present similar chemical constituents,
leading to comparable biological activities (Banskota et al., 1998; Kumazawa, 2003;
Fukuda et al., 2006; Funari et al., 2007).

More than three hundred organic compounds of different groups, mainly phenolic, such as
flavonoids, stilbenes, phenolic acid and its esters have been identified in propolis (Bankova

et al., 1992; Simdes et al., 2004). Phenolic compounds including flavonoids are its major



constituents (Banskota et al., 1998). In fact, some flavonoids produce a genotoxic effect at
high concentrations (Ferguson, 2001, da Silva et al.2002, Pereira et al., 2006), as quercetin,
rutin (da Silva et al., 2002). Caffeic acid, a phenolic acid found in B. dracunculifolia
extracts (Resende et al., 2007; Munari et al., 2008), induced DNA damage in rats at 8
mg/kg (Pereira et al., 2006). The molecular mechanisms of the mutagenicity caused by
flavonoids are unknown; however, results from different studies demonstrated that they
can act as pro-oxidants, depleting the nuclear antioxidant defense systems and leading to
oxidative DNA damage, which may be responsible for their mutagenicity (Sahu et al.1996;
Silva et al., 1996; da Silva et al., 2002).

In conclusion, Bd-AE showed genotoxic and mutagenic effects comparable to green
propolis. Although these effects were evaluated at very high doses, other mutagenicity tests

are necessary to establish the safe use of B. dracunculifolia extracts for humans.
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Table 1. Genotoxic activity in blood and liver of mice treated with saline or Bd-AE (500,

1000 or 2000 mg/kg) three consecutive days and sacrificed 24 h after the last

administration.
Blood Liver

Group DI DF (%) DI DF (%)
Saline 47.6 +25.0 44.0+249 73.0 £ 63.8 74.7+25.3
Positive control 171.5 £50.3%* 533+11.7 321.5£33.2%% 937 +4.7
Bd-AE 3 X 500 mg/kg 57.2+39.1 47.1 +£19.6 50.4 +23.2 47.1 £284
Bd-AE 3 X 1000 mg/kg 68.9 +36.4 42.3+29.0 75.4 +£48.1 72.4+13.3
Bd-AE 3 X 2000 mg/kg 98.0 + 42.6%* 74.3 +£24.6 107.9 £ 67.7%*  71.4+£22.7

DI: damage index: can range from O (completely undamaged. 100 cells x 0) to 400 (with

maximum damage 100 cells x 4); DF (%): damage frequency: was calculated based on

number of cells with tail versus those with no tail.

Positive control: blood or liver cells from the saline group treated ex vivo with hydrogen

peroxide 0.20 mM.

**P < 0.01; statistically significant difference from the saline group (ANOVA. Tukey’

test).



Table 2. Mutagenic activity in bone marrow of mice treated with saline or Bd-AE (500,

1000 or 2000 mg/kg) three consecutive days and sacrificed 24 h after the last

administration.
MNPCE in 2000 PCE Ratio PCE:NCE

Group

Mean £ SD Mean £ SD
Saline 370 £ 1.15 1.42 +0.40
Positive control 51.60 + 17.26%** 1.11 £0.19
Bd-AE 3 X 500 mg/kg 9.70 £ 1.56** 1.37 £0.48
Bd-AE 3 X 1000 mg/kg 10.50 £ 2.17%* 1.41 £0.25
Bd-AE 3 X 2000 mg/kg 11.33 £ 1.11%%* 0.93 £0.47%*

Positive control: cyclophosphamide (2 X 25 mg/kg).
**P < 0.01, ***P < (0.001, statistically significant difference from saline group (ANOVA.

Tukey’ test).
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Abstract

Baccharis trimera (Less) (Asteraceae) is a native plant to Brazil known as ‘“carqueja”,
popularly used to treat liver diseases, diabetes, as well as digestive disorders, particularly
by women of lower socioeconomic status. The aim of the present study was to investigate
the genotoxic/antigenotoxic and mutagenic potential of this plant in vivo, using the comet
and the micronucleus assays. Female adult mice were treated with 500 mg/kg, 1000 mg/kg
or 2000 mg/kg of Baccharis trimera aqueous extract (Bt-AE) by gavage for 3 consecutive
days. No genotoxic effect was observed at any of the doses, in samples of blood and liver
analyzed by the comet assay. Conversely, B. trimera showed antigenotoxic effect in blood
from treated mice, protecting cells against oxidative DNA damage induced by the
treatment ex vivo with hydrogen peroxide. In addition, Bt-AE showed antioxidant activity
in vitro, assessed by DPPH and Hipoxanthine/xanthine oxidase assays, suggesting that the
observed antigenotoxic effects might be related to its antioxidant properties. However, the
extract increased the frequency of micronucleus in bone marrow of the treated mice,
indicating chromosomal mutagenic activity. Thus, medicines prepared from this plant
should be used with caution, although the findings also suggest antigenotoxic effects for B

trimera.

Keywords: Baccharis trimera; Comet assay; Micronucleus assay, xanthine oxidase,

DPPH.



Introduction

The Baccharis genus (Asteraceae) is represented by more than 500 species distributed
mainly in the tropical areas of South America. Many of these species are extensively used
in folk medicine in the treatment or prevention of liver diseases, rheumatism, diabetes, as
well as digestive and hepatic disorders (Torres et al., 2000, Verdi et al., 2005, Borella et
al., 2006, Fukuda et al., 2006). Phytochemical studies on species belonging to the genus
Baccharis have demonstrated the presence of flavonoids (mainly flavone and flavonol
subgroups), diterpenes (mainly labdane and clerodane diterpenes) and triterpenes (Verdi et
al, 2005).

Baccharis trimera (Less.) (Asteraceae) is a widespread South American plant known as
“carqueja”. Medicinal decoctions, infusions prepared with this plant are used in folk
medicine to treat liver diseases, rheumatism, diabetes, as well as digestive, hepatic and
renal disorders (Januario et al.,2004), particularly by women of lower socioeconomic
status (Grance et al., 2008). Although several investigations on Baccharis trimera have
demonstrated its efficacy, few are the studies available on its toxic effects. Recently,
histopathological alterations were found in liver from pregnant rats treated with a
hydroethanolic extract of B trimera (Grance et al., 2008).

Considering the lack of in vivo studies on the toxic effects of this plant, the aim of the
present study was to evaluate the genotoxic/antigenotoxic and mutagenic activities of an
aqueous extract of B. trimera, using the comet assay in blood and liver and the
micronucleus assay in the bone marrow of female mice. In addition, antioxidant properties
of the extract were evaluated by DPPH and Hipoxanthine/xanthine oxidase in vitro assays.

2. Materials and methods

2.1. Plant material



Aerial parts of B. trimera were collected in March 2007, Canoas, RS, Brazil. Voucher
specimens were identified by Dr. Sérgio Bordignon. An exsiccata n. 4041 has been
deposited at the Herbarium at Lutheran University of Brazil (HERULBRA).

2.2. Preparation of extracts

The fresh aerial parts of the plant were air-dried at room temperature for seven days. The
dried aerial parts were finely milled and the aqueous extracted were prepared by infusion
(1/10 plant/solvent). The infusion stood at room temperature for 30 min. After cooling and
filtered, the extracts were frozen and concentrated by lyophilization for five days
overnight, to obtain the B. trimera aqueous extract (Bt-AE).

2.3. Materials / Chemicals and Reagents

2,2-Diphenil-1-picrylhidrazyl (DPPH), hypoxanthine, xanthine oxidase, ascorbic acid,

rutin and salicylic acid were purchased from Sigma (St. Louis, USA).

2.4. Animals and treatments

A total of 25 female (CF-1) mice weighing 20-30 g from our breeding colony were used.
Animals were housed in cages with food and water available ad libitum, under a 12-h light
/ dark cycle, and at a constant temperature of 23 + 3 °C. All experimental procedures were
carried out in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of
the National Institutes of Health (NIH).

The animals were divided to form groups with 5 individuals per group, and treated by
gavage once a day with saline solution (NaCl 0.9%; 1 mL/kg) or Bt-AE (500 mg/kg, 1000
mg/kg or 2000 mg/kg) for three consecutive days. For the comet assay, peripheral blood
samples were collected from each animal 3 h and 24 h after the first administration. All the
animals were sacrificed by decapitation on the fourth day, and bone marrow from femurs

was sampled for the micronucleus assay and blood and liver for comet assay. A positive



control group (treated with cyclophosphamide 25 mg/kg, i.p for two days) was included for
the micronucleus assay.

2.5. Phytochemical screening

The phytochemical analysis (flavonoids, tannins, anthraquinones, alkaloids, saponins,
coumarins and cardiac glycosides) of aerial parts of B. trimera was carried out according to
the methods described by Harborne (1998). The thin layer chromatography analyses were
performed following systems and developers indicated by Wagner and Bladt (1996).

2.6. Comet assay

The alkaline comet assay was carried out as described by Tice et al, (2000) with minor
modifications (Picada et al, 2003). Each piece of liver was placed in 0.5 mL of cold
phosphate-buffered saline (PBS) and finely minced in order to obtain a cellular suspension.
Liver and blood cell suspensions (5 uL) were embedded in 95 puL of 0.75% low melting
point agarose (Gibco BRL) and spread on agarose-precoated microscope slides. After
solidification, slides were transferred to either PBS or 0.20 mM freshly prepared H,0O,
solution (ex vivo treatment) for 5 min, at 4 °C (Pereira et al. 2005). Slides were washed 3
times with PBS and were placed in lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM
Tris, pH 10.0), with freshly added 1% Triton X-100 (Sigma) and 10% DMSO for 48 h at 4
°C. The slides were subsequently incubated in freshly prepared alkaline buffer (300 mM
NaOH and 1 mM EDTA, pH >13) for 20 min, at 4 °C. An electric current of 300 mA and
25 V (0.90 V/cm) was applied for 15 min to perform DNA electrophoresis. The slides were
then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained with silver (Nadin et al, 2001) and analyzed
using a microscope. Images of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two
replicate slides) were analyzed from each animal. Cells were also visually scored

according to tail size into five classes ranging from undamaged (0) to maximally damaged



(4), resulting in a single DNA damage score to each animal, and consequently to each
studied group. Therefore, the damage index can range from O (completely undamaged, 100
cells X 0) to 400 (with maximum damage, 100 X 4) (Picada et al., 2003).

2.7. Micronucleus assay

The micronucleus assay was performed according to the US Environmental Protection
Agency Gene-Tox Program (Mavournin et a.l, 1990; Stopper et al., 1997). Bone marrow
from both femurs was suspended in foetal calf serum and smears on clean glass slides were
prepared as in a previous report (Picada et al 1997). Slides were air-dried, fixed in
methanol, stained in 10% Giemsa and coded for a blind analysis. To avoid false negative
results and to obtain a measure of toxicity on bone marrow, the polychromatic
erythrocytes: normochromatic erythrocytes (PCE/NCE) ratio was scored in 1000 cells. The
incidence of micronuclei (MN) was observed in 2000 PCE for each animal.

2.8. Hipoxanthine/xanthine oxidase assay

The method employed to assay the hydroxyl radical scavenging ability of Bt-AE was based
on the method of Owen et al, (1996). Briefly, Bt-AE was dissolved in the assay buffer
(hypoxanthine, Fe(Ill), EDTA and salicylic acid) at a concentration of 2.0 mg/mL and
diluted appropriately (in triplicate) in assay buffer to a final volume of 1.0 mL, giving a
range of 0.1-2.0 mg/mL. A 5-uL aliquot of xanthine oxidase dissolved in 3.2 M (NH4),SO4
was added to initiate the reaction. The sample tubes were incubated for 3 h at 37 °C, at
which time the reaction was complete. A 30-uL aliquot of the reaction mixture was
analyzed by HPLC under chromatographic conditions as described by Owen et al, (2000;
2003). Chromatographic analysis was done wusing a gradient based on
methanol/water/acetic acid with a uBondaPak C18 reverse phase column (Waters) and

detection at 325 nm. The HPLC equipment had a 2695 separation module (Waters) and



UV detector 2487 (Waters). The hydroxylation of salicylic acid and hypoxanthine were
monitored at A = 325 and A = 278 nm, respectively. The amount of dihydroxyphenols (2,5-
dihydroxibenzoic acid and 2,3-dihydroxibenzoic acid) (2,5-DHBA and 2,3-DHBA)
produced by hydroxyl radical (OH*) attack on salicylic acid was determined from standard
curves prepared with the respective pure dihydroxyphenols.

2.9. DPPH-scavenging assay

Scavenging of the DPPH free radical was measured, using a modified Yamaguchi et al,
(1998) method in which the Bt-AE was added to Tris-HCl (100 mM) buffer, pH 7.0,
containing 250 mM DPPH dissolved in methanol. At least six different dilutions of Bt-AE
were tested, and allowed to stand for 20 min in the dark, before absorbance was measured
at 517 nm using a Shimadzu spectrophotometer model UV-1602PC (Kyoto, Japan). The
experiment was conducted in triplicate. Antioxidant activity (AOA) was expressed as ICs
(inhibitory concentration in pg/mL of samples or positive controls necessary to reduce the
absorbance of DPPH by 50%, as compared to the negative control). The lower the ICs, the
higher the AOA. Results were also expressed as AEAC (Ascorbic acid equivalent
antioxidant capacity) in grams and calculated as follows:

AEAC (ug AA/g) = ICsoaay ICsosample) X 1

2.10. Data analysis

Results are expressed as means + S.D and statistical significance was determined by One-
Way Analysis of Variance (ANOVA). In all comparisons, P < 0.05 was considered as
indicating statistical significance.

3. Results

3.1. Phytochemical analyses



Phytochemical analyses of B. trimera indicated the presence of saponins and flavonoids.
Other secondary metabolites such as anthraquinones, cardiac glycosides, cumarins,
alkaloids and tannins were not detected.

3.2. Comet assay

Bt-AE increased the DNA damage index in blood sampled 3 h after the treatment of the
mice with a single dose, in a dose-dependent way (Table 1). However, after 24 h there was
no significant increase in damage index in comparison to the saline control. In addition, Bt-
AE did not show any tendency to increase DNA damage after treatment ex vivo of the
blood cells with H,O, at any of the three doses, independently of the sampling time (data
not shown).

The genotoxic/antigenotoxic effects after three consecutive doses of Bt-AE are shown in
Table 2. In blood and liver tissues, no increase was observed in damage index in any of the
treated groups, in relation to the saline group. Conversely, when the blood cells from mice
treated with 3 X 500 and 3 X 1000 mg/kg of Bt-AE were challenged ex vivo with H,O,,
there was a significant decrease in DNA damage in comparison to ex vivo treated blood
cells from the saline group. However, the Bt-AE was not able to decrease DNA damage in
liver cells treated ex vivo with H,O, (Table 2).

3.3. Micronucleus assay

Table 3 shows the micronucleus assay results obtained for female mice treated with Bt-AE.
The PCE/NCE ratios were not statistically different from those of the saline group.
However, there was an increase in frequency of micronucleus in PCE from treated groups,
when compared to saline group. The increase was not statistically significant only at 3 X
500 mg/kg of Bt-AE. It can be observed that at the highest dose of Bt-AE, the number of

micronucleated polychromatic erythrocytes increased to about twice that of the saline



group (Table 3). Cyclophosphamide, a mutagen used as positive control, induced a
significant increase in the frequency of micronucleus in PCE.

3.4. Hipoxantine/xanthine oxidase in vitro assay

Bt-AE displayed a pronounced in vitro antioxidant capacity in a dose-dependent manner
(Figure 1). The extract was able to inhibit the DHBA formation in more than 70%. The
ICs value was calculated, and found to be 0.69 mg/mL.

The in vitro antioxidant activity of both extracts was determined by monitoring the
production of hydroxyl benzoic acids (DHBA) as a product of the hydroxyl radical attak on
salicylic acid in the hipoxanthine-xanthine oxidase assay. The reduction of total oxidation
products as a function of the concentration of Bt-AE added to the assay is shown in Figure
1. The extract displayed a pronounced in vitro antioxidant capacity in a dose-dependent
manner. The aqueous extract of B. trimera (ICso = 0.69 mg/mL) reduced the formation of
both DHBA species to 23.4 % in the highest concentration used (2 mg/mL).

3.5. DPPH assay

Bt-AE was shown to exert antioxidant activity in a concentration-dependent way, in the
DPPH assay (Table 4). The free radical scavenging activity of the Bt-AE was higher than
90% at 1000 pg/mL. The ICsy value for this extract was 92.39 pug/mL. For the positive
controls the ICsy found were 4.03 pg/mL (ascorbic acid) and 18.93 pg /mL (rutin).

The free radical scavenging effect of Bt-AE, as well as the positive controls ascorbic acid
and rutin, were tested using the DPPH free radical scavenging assay. The result of the free
radical scavenging effect of Bt-AE showed a concentration-dependent activity (Table 4).
The free radical scavenging activity of Bt-AE was 90.7%, at a concentration of 1000
ug/mL, while it was 53.3% at a concentration of 100 ug/mL. The respective ICs, value for
Bt-AE was 92.39 pg/mL. In comparison, the results of the free radical scavenging effect of

ascorbic acid (ICsp = 4.03 pg/mL) and rutin (ICsp = 18.93 ng /mL), used as positive



controls, were 99.6% and 96.7%, respectively, at a concentration of 1000 pg/mL, and
99.4% and 88.2% at a concentration of 100 pg/mL, in that order.

4. Discussion

The majority of the medicinal plants have not been studied in terms of their toxic or
mutagenic potential (Horn and Vargas, 2008; Costa et al, 2008). In order to contribute to
the evaluation of the health risks posed by the intake of infusions of B. trimera medicinal
plant, in this study we evaluated the genotoxic/antigenotoxic and mutagenic activities of
the aqueous extract this plant in vivo.

The phytochemical screening of B. trimera showed the presence of flavonoids and
saponins, in accordance with the results of previous studies reporting flavonoids (Soicke
and Peschlow, 1987; Sharp et al., 2001, Silva et al., 2006, Verdi et al., 2005) and saponins
(Gene et al., 1996, Borella et al., 2006; Mendes et al., 2007) in this genus.

In the comet assay, which detects a broad spectrum of DNA lesions, including double and
single strand breaks, in the alkaline version used here (see Brendler-Schwaab et al., 2005),
Bt-AE showed a significant increase in DNA damage in blood sampled 3 h (Table 1).
However, 24 h after Bt-AE withdrawal, DNA damages went down to the same levels as in
the saline group, suggesting that induced DNA damage by Bt-AE is reversible or repaired
(Table 1).

Similarly, in the treatment for three consecutive days, Bt-AE did not induce genotoxic
effects in blood sampled 24 h after of the last administration (Table 2), reinforcing the
possible DNA repair. Furthermore, 24 h after Bt-AE withdrawal, no genotoxic effect in
liver was observed (Table 2). These findings are in agreement with a previous study

showing that alterations observed in kidney and liver cells of female rats treated with B.



trimera are reversible, allowing tissue recovery as soon as administration of the extract is
discontinued (Grance et al., 2008).

The ex vivo comet assay was used to evaluate the potential antigenotoxicity of the extract,
using hydrogen peroxide (H,0,) as inducer of oxidative DNA damage. Given that H,O; is
relatively stable, it diffuses through the plasma membrane towards the nucleus, where it
reacts with DN A-bound transition metals to form hydroxyl radical via the Fenton reaction.
Thus, H,O, acts as a precursor of the hydroxyl radical, which then ultimately attacks
cellular DNA, generating genotoxic effects (Brozmanova et al., 2001).

Bt-AE did not protect blood cells against oxidative DNA damage induced by H,0,, 3 h and
24 h after a single administration (data not shown). However, an antigenotoxic effect was
observed in blood cells from mice treated with 3 X 500 and 3 X 1000 mg/kg, by decreasing
DNA damage induced ex vivo by H,O, (Table 2). Since this effect was possible only after
three repetitive trials, the protective effect could be attributed primarily to the cellular
adaptive responses. This is can be explained by the fact that Bt-AE-flavonoids induce the
genic expression of antioxidant enzymes, apart from their capacity to scavenge free
radicals.

In fact, Bt-AE showed significant in vitro antioxidant properties, reducing dose-
dependently the DHBA formation in xanthine oxidase (Figure 1) and scavenging the free
radical produced in the DPPH assay (Table 4). In comparison, using the DPPH-based
assay, Bt-AE had a 22.9-fold lower antioxidant potential in relation to ascorbic acid, and a
4.9-fold lower antioxidant activity than that of rutin. Compared to the aqueous extracts of
Brazilian green tea (Camellia sinensis var. Assamica 1AC-259 Cultivar), harvested in
summer and spring with ICsp-values of 13.64 to 15.83 pg/ml (Saito et al, 2007), Bt-AE

showed a five-fold lower activity. The differences of the Bt-AE ICsy values for both



antioxidant assays might be explained due to different antioxidant compounds responsible
for radical-scavenging in both tests.

The antioxidant properties detected are in accordance with literature data that shows
antioxidant properties for B. trimera extracts (Oliveira et al., 2004) and other Baccharis
species such as B. articulata (Oliveira et al., 2003), B. illinita, B. platypoda (Brighente et
al., 2007), and B. grisebachii (Tapia et al., 2004).

The flavonoids are known for the ability to give a hydrogen atom to free radicals, thus
neutralizing cations capable to produce the hydroxyl radical (Merken and Beecher, 2000;
Jovanovic et al., 1998). These compounds can also modulate a wide range of mammalian
enzyme activities, such as cytochrome P450 and antioxidant enzymes (see Ferguson,
2001). Thus, it is probable that the antioxidant activities elicited by the Bt-AE as well as
the antigenotoxic effect against oxidative DNA damages were at least in part due to the
antioxidant action of the flavonoids.

Furthermore, Bt-AE did not induce cytotoxicity to bone marrow cells, even at the highest
dose (Table 3). In a recent study, a hydroethanolic extract of B. trimera was not able to
induce chances in hematological parameters in female rats, although toxicity was observed
in kidney and liver of the animals also (Grance et al., 2008). Other studies have reported
low toxicity by B. trimera, differently from other species such as B. dracunculifolia
(Fukuda et al., 2006; Funari et al., 2007) and B. coridifolia (Jarvis et al, 1996; Monks et al,
2002, Varaschin and Alessi, 2003). Low cytotoxicity was observed for B. trimera against
tumor cell lines (Monks et al., 2002). In rodents, extracts of B. trimera did not reveal toxic
effect (Torres et al., 2000). Here, the female mice showed normal behavior, without signs

of toxicity.



However, Bt-AE was able to increase micronucleus frequency in bone marrow after
treatment of mice for three consecutive days (Table 3). The micronucleus assay is a
cytogenetic assay, which was performed to measure clastogenic/aneugenic effects caused
by the treatment with Bt-AE. The results indicate mutagenic effect at chromosomal level.
Previously published studies have shown mutagenic effects of green propolis from B.
dracunculifolia in Chinese hamster ovary cells (Tavares et al., 2006) and in mice at high
doses, which were attributed to the presence of polyphenols (Pereira et al, 2008). Thus, the
mutagenicity by B. trimera could also be attributed to the clastogenicity of polyphenols.
This finding should be taken into account when considering the consumption of high doses
B. trimera extracts.

The present study showed that B. trimera not only produced some genotoxic and
mutagenic effects, but also showed effectiveness in reducing the genotoxicity induced by
H,0, probably due to its antioxidant properties. Further mutagenic assays are necessary to

assure the safe use of B. trimera in human.
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Table 1. DNA damage index analyzed in peripheral blood sampled 3 h and 24 h from mice

treated with saline or a single dose of Bt-AE (500, 1000 or 2000 mg/kg).

Saline 500 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg
Blood 3 h 347+11.20 61.9+3550  68.7 £40.90** 84.2 +53.60 **
Blood 24 h 3290 +£23.00 30.70+£24.30 41.40+£2530 30.50+16.60

Damage Index, can range from O (completely undamaged 100 cells x 0) to 400 (with
maximum damage 100 cells x 4)

**P<0.01, statistically significant difference from the saline group (ANOV A. Tukey’ test).



Table 2. DNA damage index analyzed in peripheral blood and liver from mice treated for
three consecutive days with saline or 500, 1000 or 2000 mg/kg of Bt-AE and sacrificed 24
h after the last administration. Hydrogen peroxide (H,O,0.20 mM) was used in the ex vivo
condition.

Saline 3 X500 mg/kg 3 X1000 mg/kg 3 X2000 mg/kg

Blood
Without H,O, 45.30 + 36.13 33.12+17.03 36.60 £ 16.97 56.40 + 29.85

With H,O, 171.50 £50.33  90.77+ 35.47** 86.77+ 17.49** 156.00 + 57.81

Liver
Without H,O, 63.5+19.40 45.10%+ 16.10 47.80 + 18.20 61.20+21.20

With H,O, 321.50 £33.19 257.11 £64.51 172.80+87.32 273.12+75.16

Damage Index, can range from O (completely undamaged 100 cells x 0) to 400 (with
maximum damage 100 cells x 4)
**P<0.01, statistically significant difference from the saline group with H,O, (ANOVA.

Tukey’ test).



Table 3. Mutagenic activity in bone marrow of mice treated with Bt-AE.

Ratio ( PCE/NCE )
Group
Individual values Per group
(means + SD)

Saline (1.42,1.13, 1.29, 1.26, 1.45) 1.31+£0.13
3 X 500 mg/kg (1.12, 1.43,1.33, 1.01, 1.14) 1.20 £ 0.17
3 X 1000 mg/kg (1.47, 1.38, 1.20, 1.30, 1.04) 1.28 +£0.16
3 X 2000 mg/kg (1.28,2.01, 1.45, 1.02, 1.02) 1.36 £ 0.40
Positive control (0.98, 1.14, 1.17, 1.60, 1.90) 1.36 £ 0.38

Micronucleated polychromatic erythrocytes in 2000 PCE

Saline

3 X 500 mg/kg
3 X 1000 mg/kg
3 X 2000 mg/kg

Positive control

(3,4,5,8,4)
(7,9,8,8,9)
(9,9,6,12,11)
(11, 10, 9,9, 10)

(32,61, 33,77, 56)

4.80+£1.92
8.20+0.83
9.40 + 2.30**
9.80 + 0.83%**

51,80 £19,20%%**

Positive control: cyclophosphamide (2 X 25 mg/kg).

Significant difference: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 (ANOVA. Tukey test).



Table 4: Inhibition of DPPH. ICs, values for the DPPH assay of Bt-AE, rutin and ascorbic

acid as well as the AEAC.
Sample Inhibition (%) ICso(ng/mL) AEAC(ug/g)
Concentration 10 100 1000
pg/ml pg/ml  pg/ml pg/ml
Ascorbic acid 9.70 98.11 99.40 99.62 4.03+0.16 1.0000
Rutin 7.53 36.51 88.23 96.72 18.93 +£0.76 0.2128
Bt-AE 3.89 10.58 5329  90.72  92.39+4.29 0.0436

Mean of three determinations (standard deviation in parentheses). Differences at p < 0.05
were considered to be significant. Results were based on the values measured at 20 min.
Ascorbic acid and rutin were used as positive controls. AEAC (Ascorbic acid Equivalent

Antioxidant Capacity).



Legend for figure
Figure 1. Inhibition of the generation of reactive oxygen species by Bt-AE in the

hypoxanthine/xanthine oxidase system. Data points are presented as mean + SD (n=3).
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IV — DISCUSSAO GERAL

O uso milenar de plantas medicinais mostrou que determinadas plantas apresentam
substancias potencialmente toxicas. A partir disto estudos revelaram que alguns géneros de
plantas podem apresentar tanto espécies com propriedades terapéuticas como tdxicas
(VERDI et al., 2005). O uso indiscriminado de plantas, tidas como medicinais, com pouca
ou nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas, muitas vezes, € a causa de
graves intoxicagoes. Apesar da presenca de varios compostos bioativos, observados em B.
dracunculifolia e B. trimera, ndo se tem conhecimento de nenhum estudo sobre os efeitos
genotoxicos in vivo destas plantas. Dessa maneira, hd a necessidade de um estudo
genotoxico e/ou antigenotéxico e mutagénico do extrato aquoso de partes aéreas de B.

dracunculifolia e B. trimera.

A caracterizacdo fitoquimica das partes aéreas, secas e moidas de B.
dracunculifolia e B. trimera, foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Simdes e colaboradores (2005). Estes ensaios visam caracterizar a presenca dos principais
grupos de metabdlitos secunddrios como: alcaldides, antraquinonas, cardiotonicos,
cumarinas, flavondides, saponinas, taninos. Os extratos aquosos das partes aéreas de B.
dracunculifolia (EA-d) e B. trimera (EA-t) foram avaliados quanto a
genotoxicidade/antigenotoxicidade através do ensaio cometa (EC) (TICE et al., 2000;
PICADA et al., 2003) e mutagenicidade através do teste de micronicleos (MN)
(MAVOURNIN et al., 1990; STOPPER et al., 1997). Para estes experimentos, ambos 0s
extratos foram administrados em camundongos CF-1 fémeas (4 grupos de 10 animais) nas
doses 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg, tratados por 3 dias consecutivos. O grupo
controle (CN) recebeu solu¢do de NaCl 0,9 %. A amostra de sangue periférico (SP) foi
coletada 3h, 24h e 72h apds a primeira administracio do extrato. Amostra de tecido
hepético também foi coletada apds o sacrificio dos animais. Para avaliagdo da atividade
genotoxica foi utilizada a versdo alcalina do EC (PH>13), e para verificar o efeito
antigenotoxico foi utilizado peréxido de hidrogénio (H,O;; 0,25 mM) em tratamento ex
vivo. Para avaliacdo da atividade mutagénica foi feita a extragcdo da medula dssea dos
fémures dos animais através do teste de micronticleo (MN) e para controle positivo foi

utilizado ciclofosfamida (20mg/kg), administrada via intraperitonial. A verificacdo da



atividade antioxidante, foi realizada através dos ensaios in vitro, da hipoxantina/xantina

oxidase (OWEN et al., 1996) e DPPH (YAMAGUCHI et al., 1998).

Na andlise fitoquimica realizada com as partes aéreas de ambas as plantas, foram
detectados, somente saponinas e flavondides. Cumarinas, taninos, antraquinonas,
cardiotOnicos e alcaldides ndo foram encontrados tanto em B. dracunculifolia quanto em B.
trimera. A ocorréncia de saponinas observada em ambas as espécies estd de acordo com a
literatura que relata a ocorréncia de saponinas no género Baccharis (GENE et al., 1996;
BUDEL et al., 2004; BORELLA et al., 2006). Em estudo com extrato aquoso de B.
trimera, Gene e colaboradores (1996) identificaram através de ensaios cromatograficos, a
presenca de saponinas formadas pelo acido equinocistico como principais compostos
bioativos. Alem disso, a presenca do flavondide rutina também foi verificada por esses
mesmos autores. Borella e colaboradores (2006) em estudo com B. trimera em diferentes
periodos sazonais, verificaram que esta espécie vegetal ndo € sensivel as alteracdes
sazonais, no que se refere a biossintese de saponinas. Entretanto, quanto ao teor de
flavonoides, Borella e Fontoura (2002) observaram um efeito sazonal, obtendo um maior
teor de flavondides na colheita de verdo. Outros estudos revelam a ocorréncia de
flavondides no género Baccharis (SOICKE et al., 1987; ZDERO et al., 1991; LIU et al.,
1993; SHARP et al., 2001; MOREIRA et al., 2003; VERDI et al., 2005), bem como em
ambas as espécies desse estudo (BOHLMANN e ZDERO, 1969; HERZ et al., 1977,
TORRES et al., 2000; ALENCAR et al., 2005; SILVA et al., 2006; RESENDE et al.,
2007). Resende e colaboradores (2007) através de estudos com extrato de acetato etila de
B. dracunculifolia, verificaram por HPLC a presenca de compostos fendlicos como éacido
caféico, 4cido p-cumdrico, aromadendreno-4’-O-metil eter, 3-prenil-dcido p-cumadrico
(drupanina), 3,5-diprenil- &4cido p-cumadrico (artepillin C) e baccharina. Alencar e
colaboradores (2005) em estudo fitoquimico comparativo entre o extrato metandlico das
folhas de B. dracunculifolia e da prépolis, obtida dessa espécie, constataram que o0s
compostos fendlicos, principalmente, artepilin C e derivados do &cido cindmico estdo
presente tanto B. dracunculifolia como na prépolis. Em andlise quantitativa do teor de
flavondides em partes aéreas de B. trimera, Silva e colaboradores (2006) observaram em
espécies nativas e silvestres a presenca das flavonas como 5,3’-dihidroxi-4°, 6,7-

trimetoxiflavona e  5-hidréxi-3°,4°,6,7-tetrametoxiflavona, no entanto, ha maior



concentracdo das flavonas 5-hidréxi-3’,4°,6,7-tetrametoxiflavona em espécies silvestres.
Torres e colaboradores (2000) trabalhando com a fragdo cloroférmica de partes aéreas de

B. trimera, isolaram e identificaram o flavonéide denominado eupatorina.

A andlise dos dados encontrados pelo teste de MN (Tabela 1 do item 3) mostra que
o0 extrato aquoso de B. trimera foi mutagénico nas dose 1000 mg/kg e 2000 mg/kg, quando
comparado ao grupo controle. Entretanto EA-d nas trés doses do extrato (500 mg/kg, 1000
mg/kg e 2000 mg/kg) induziu atividade mutagénica estatisticamente significante.
Relacionando os dois extratos EA-d é aproximadamente trés vezes mais mutagénica que
EA-t (Tabela 1 do item 3). A a¢do mutagénica de ambas as plantas pode estar relacionada a
doses muito altas de ambos os extratos utilizados nesse estudo. Contrariando nossos
resultados, Resende e colaboradores (2007), utilizando sangue periférico e medula 6ssea de
ratos tratados com 24 mg/kg do extrato de B. dracunculifolia na fracdo de acetato etila,
observaram significante atividade antimutagénica 24h e 48h apds a administracdo do
extrato. Além disso, atividade mutagénica ndo foi observada em sangue periférico e

medula 6ssea de ratos tratados.

Ainda verifica-se que, EA-d € citotoxica na dose mais alta (2000 mg/kg), enquanto
que EA-t ndo demonstrou este efeito, quando comparadas ao grupo controle. Alguns
trabalhos relatam efeitos citotoxicos de substancias presentes nos extratos de Baccharis
dracunculifolia como também da prépolis verde, obtida a partir dessa espécie (ALENCAR
et al., 2005; FUKUDA et al., 2006; FUNARI et al., 2007). De acordo com a literatura, B.
dracunculifolia possui entre seus constituintes quimicos o compostos farnesol (ALENCAR
et al., 2005), que € descrito como citotéxico (VOZIYAN et al., 1995). Em estudo com
extrato de B. dracunculifolia ¢ com compostos isolados da classe dos monoterpenos e
sesquiterpenos, Fukuda e colaboradores (2006) observaram efeitos citotoxicos
significantes em células sangiiineas, tanto do extrato metandlico como dos compostos
isolados. Através de ensaios in vitro Funari e colaboradores (2007) constataram efeito
citotoxico da propolis verde na concentracdao de 31,25 pug/ml, em fibroblastos (NIH-3T3)
de camundongos. Entretanto, segundo consta na literatura, B. trimera tem demonstrado
baixa citotoxicidade tanto em células tumorais (MONKS er al., 2002) como em testes com

roedores (TORRES et al., 2000). Em outro estudo, Grance e colaboradores (2008)



verificaram que o extrato etandlico de B. trimera (8,4 mg/kg) ndo foi citotéxico para
células sangiiineas. Porém, foram verificados por esses mesmos autores, efeitos citotoxicos

dessa planta em células renais e do figado de ratas no periodo de gestagao.

A andlise dos resultados obtidos através do Ensaio Cometa com os extratos de
ambas as plantas em SP 3h mostrou um aumento significativo no indice de dano (ID) no
DNA das células, como podemos observar na Tabela 3 (item 3). Através destes resultados,
observou-se um efeito de forma dose-dependente para EA-t, entretanto EA-d apresentou
resultados significativos apenas na dose de 1000 mg/kg. Por outro lado, nas amostras de SP
24h de EA-d e EA-t estes efeitos ndo foram significativos, indicando reparo nos danos ao
DNA (Tabela 3, item 3). Na Tabela 4 (item 3), observou-se que o EA-d aumentou
significativamente o ID no DNA das células tratadas com H,O, em SP 3h. Este resultado
também foi verificado nas amostras de SP e figado ap6s 72h de tratamento (Tabela 5 do
item 3). Resultado semelhante foi observado por Pereira e colaboradores (2008) em estudo
com a propolis verde nas doses 1000, 1500 e 2000 mg/kg. Nesse estudo, os autores
verificaram através do ensaio cometa que a prépolis verde induziu significativamente
danos no DNA das células de sangue periférico de camundongos em 4h e 24h apds
administracdo do extrato de propolis. Por outro lado, EA-t apresentou efeito protetor
(Tabela 6 do item 3) no DNA das células tratadas com H,0O, em SP 72h nas doses de 500
mg/kg e 1000 mg/kg e reduziu o ID no figado 72 h. Como esse efeito de protecio no DNA
das células pode estar relacionado a uma a¢ao antioxidante, foram realizados os ensaios de

xantina oxidase e DPPH para avaliar esta propriedade de ambos os extratos.

No teste hipoxantina/xanthina oxidase in vitro, ambas as plantas mostraram
significativa atividade antioxidante de forma dose-dependente, conforme mostra a Figura 1
do item 3. Entretanto, EA-t mostrou maior atividade antioxidante (ICsp = 0,69 mg/mL)
sobre radicais livres, reduzindo a formagdo de ambos compostos de DHBA em 76,6%,
enquanto que EA-d (ICsyp = 0,85 mg/mL) teve uma atividade antioxidante semelhante, mas
levemente menor, reduzindo a formagao de ambos os compostos de DHBA em 73,6% com
a mesma concentracdo de EA-t (2 mg/mL). Nos testes de DPPH ambas os extratos (EA-t,
EA-d) apresentaram atividade sobre os radicais livres, também de forma dose-dependente

(Tabela 7 do item 3 ). Neste teste, o extrato EA-d mostrou maior atividade na inibicao do



radical livre DPPH (91,8%), enquanto que EA-t inibiu em somente 90,7%, na concentragdo
de 1000 pug/ml e 55,5% e 53,3%, respectivamente, para a concentracdo de 100 pg/ml de
extrato no ensaio. Além disso, a ICs (concentragdo necessdria para inibi¢ao/inativagao de
50% dos radicais livres DPPH no meio) dos extratos das folhas e flores de ambas as
plantas (Tabela 7 do item 3), EA-t demonstrou uma atividade menor com um valor de ICsg
(92,39 pg/mL + 4,29 ug/mL) em relacdo ao valor de EA-d, ICsy (91,81 ug/mL + 4,06
ug/mL). O valor da ICsy de ambos os extratos é bem maior, em comparacdo ao controle
positivo que foi 4,03 ug/mL + 0,16 para 4cido ascérbico e 19,59 pug/mL + 0,76 para o
composto rutina. O fato do EA-t demonstrar efeito antioxidante maior que EA-d no teste a
base da hipoxantina/xanthina oxidase é coerente, pois foi observado seu efeito protetor ao
DNA de células tratadas com peréxido de hidrogénio (SP 72h e figado 72h) no ensaio
cometa (Tabela 6 do item 3 ). Segundo Resende e colaboradores ( 2007) a atividade
antioxidante do extrato de B. dracunculifolia estaria relacionada a presenca de compostos
fendlicos como écido caf€ico, dcido p-cumdrico, aromadendreno-4’-0-metil-éter, 3-prenil-
acido p-cumadrico (drupanina), 3,5-diprenil- dcido p-cumarico (artepillin C) e baccharina.
Oliveira e colaboradores (2004) em estudo com extrato de B. trimera e fracdes, na
concentracdo de 25 pg/mL, observam através do ensaio de TBARS significante atividade
antioxidante sob peroxidacdo lipidica de células tratadas com peréxido de hidrogénio,

inibindo a formacao de espécies que reagem com 4cido Tiobarbitdrico.

Os resultados observados através do Ensaio Cometa e teste de MN realizados com
os extratos de B. dracunculifolia e B. trimera, demonstraram a importancia de estudos
genotdxicos e mutagénicos em plantas de uso popular. Como observado, B. dracunculifolia
demonstrou ser mais mutagénica e citotoxica quando comparada ao extrato de B. trimera
indicando um maior risco no consumo desta planta. B. trimera induziu genotoxicidade em
SP depois de trés horas apos administracdo de 2000 mg/Kg. Porém o efeito genotdxico ndo
foi observado apds a administragio das trés doses consecutivas do extrato, sugerindo que
eventuais danos induzidos no DNA podem ser reparados. Além disso, B. trimera
demonstrou efeitos antigenotéxico possivelmente por mecanismos antioxidantes, os quais
foram observados através do ensaio de DPPH e hipoxantina/xanthina oxidase in vitro. Essa
atividade pode estar relacionada com a presenca de flavondides. Entretanto, apesar das

duas espécies apresentarem um perfil fitoquimico semelhante e atividade antioxidante



similar, B. dracunculifolia foi citotéxica e genotoxica. Essas atividades induzidas pelo
extrato de B. dracunculifolia, podem estar relacionadas com a presenca de sesquiterpenos
téxicos presente no extrato dessa planta como farnesol (Voziyan et al., 1995) e p-cimino-

2,3-diol e [J-hidroxieudesma-4(15),7-dieno (Fukuda et al., 2006).

Com os resultados obtidos nesse trabalho, torna-se necessdrio a identificacdo e
quantificacdo dos flavondides presente nos extratos, assim como a identificagdo de outros

compostos bioativos.



V. CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos neste trabalho foi possivel concluir que:

» Através dos ensaios fitoquimicos pode-se sugerir a presenga de saponinas e

flavondides em ambas as plantas.

» No ensaio cometa in vivo, B. draunculifolia foi genotéxica tanto apds a
administracdo de uma tunica dose do extrato quanto apds trés doses repetitivas,
enquanto que B. trimera foi genotdxica s apds a primeira administragdo, mas de

forma dose-dependente.

» Na avaliagdo antigenotoxica, B. trimera demonstrou efeito protetor, diminuindo
danos no DNA das células sanguineas tratadas ex vivo com perédxido de hidrogénio,

enquanto que B. dracunculifolia ndo teve efeito protetor.

> No teste microntcleos de medula 6ssea, ambos os extratos demonstraram atividade
mutagénica, porém, observou-se que B. dracunculifolia foi trés vezes mais

mutagénica que B. trimera, além de ter demonstrado atividade citotoxica.

» No teste hipoxantina/xantina oxidase, ambas as plantas demonstraram significante atividade
antioxidante de forma dose-dependente, porém B. trimera (76,6%) teve uma atividade antioxidante

maior que B. dracunculifolia (73,6%).

» Nos testes de DPPH, ambas as plantas demonstraram atividade sobre os radicais
livites de forma dose-dependente, porém, B. dracunculifolia mostrou maior

atividade.



VI. PERSPECTIVAS

Outros testes serdo realizados para complementar o estudo das plantas B.

dracunculifolia e B. trimera.

»  Verificar a atividade genotdxica/antigenotéxica e mutagénica/antimutagénica das

fracOes

»  Avaliar a a¢do genotdxica de ambos os extratos, expressa como mutagdo pontual e
cromossOmica, assim como recombinagdo mitdtica, através do teste para deteccdo de

mutacao e recombinacdo (SMART) em Drosophila melanogaster.

»  Analisar parametros oxidativos através do teste da atividade da catalase e TBARS em
amostras de tecidos de camundongos tratados com o extrato bruto e fracdes de ambas as

planta.
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