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RESUMO

O uso de plantas medicinais pela humanidade é uma pratica antiga que ainda perdura,
mesmo com grandes avan¢os na medicina, mantendo uma contribuicdo consideravel para
a conservacao da salde e alivio de enfermidades, tendo, portanto, destaque e impacto na
Saude Pablica. A Gomphrena, erva popularmente conhecida como “Perpétua brava”, tem
sido utilizada no tratamento de diversas condi¢des em varios sistemas, com propriedades
terapéuticas antitumorais, diuréticas, anti-hipertensivas, antimicrobianas citotdxicas,
anti-inflamatorias e analgésicas. Apesar dos grandes avangos e da importancia da espécie
em termos de potencial terapéutico, mais estudos ainda sdo necessarios para avaliar e
confirmar a seguranca de seu uso. Portanto, nosso objetivo € avaliar os efeitos
genotoxicos, mutagénicos e imunomoduladores do extrato etandlico de Gomphrena
celosioides (EEGc) em células sométicas de Drosophila melanogaster e em um modelo
animal de camundongos Swiss. O modelo alternativo com Drosophila foi utilizado para a
abordagem inicial e padronizacdo da concentracdo do extrato a ser testado. Os resultados
indicam que o extrato etandlico de Gomphrena celosioides (EEGc) ndo apresenta
propriedades genotodxicas. Todas as concentragOes testadas, do extrato de Gomphrena
celosioides (0,96; 1,92; 3,85; 7,70 mg/mL) foram aprovadas na primeira etapa deste
trabalho, e aplicadas para estimar a capacidade de induzir danos ao DNA de células
somaticas de Drosophila melanogaster. EEGC ndo parece ter tido efeito carcinogénico
em Drosophila melanogaster, mas em vez disso atuou como fator protetor, reduzindo a
frequéncia de tumores menor que o controle negativo, de forma estatisticamente
significativa. No modelo de camundongos animais, ndo houve evidéncia de
genotoxicidade e a associagdo de EEGC com CTX foi capaz de reduzir a frequéncia de
dano genotoxicos basal em ensaios de cometa e microndcleos, mostrando capacidade

protetora.

Palavras-chave: planta medicinal; Amaranthaceae; cometa; micronucleo; fagocitose

esplénica



ABSTRACT

The use of medicinal plants by humanity is an ancient practice that still continues, even
with great advances in medicine, maintaining a considerable contribution to the
conservation of health and relief from illnesses, therefore having prominence and impact
on Public Health. Gomphrena, an herb popularly known as “Perpétua brava”, has been
used in the treatment of various conditions in various systems, with antitumor, diuretic,
antihypertensive, cytotoxic antimicrobial, anti-inflammatory and analgesic therapeutic
properties. Despite the great advances and the importance of the species in terms of
therapeutic potential, more studies are still needed to evaluate and confirm the safety of
its use. Therefore, our objective is to evaluate the genotoxic, mutagenic,
immunomodulatory effects of the ethanolic extract of Gomphrena celosioides (EEGc) in
somatic cells of Drosophila melanogaster and in an animal model of Swiss mice. The
alternative model with Drosophila was used for the initial approach and standardization
of the concentration of the extract to be tested. The results indicate that ethanolic extract
of Gomphrena celosioides (EEGc) does not present genotoxic properties. All
concentrations tested, of Gomphrena celosioides extract (0.96; 1.92; 3.85; 7.70 mg/mL)
where approved at first step of this work, and applied to estimate the ability to induce
damage to the DNA of Drosophila melanogaster somatic cells. EEGC does not appear to
have had a carcinogenic effect on Drosophila melanogaster, but instead it acted as a
protective factor, reducing frequency of tumors lower than the negative control, in a
statistically significant way. Inanimal mice model, there was no evidence of genotoxicity
and the association of EEGC with CTX was able to reduce the frequency of basal

genotoxic damage in comet and micronuclei assays, showing protector ability.

Keywords: Medicinal plants; Drosophila melanogaster; Swiss mice; Carcinogenesis;

Comet; Micronucleus
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pelo homem no tratamento, cura e prevencdo de
doencas tem origens tdo remotas, que parecem coincidir com o0 surgimento da
humanidade (MORAES; SANTANA, 2001; FIRMO et al., 2011). Essa prética tdo antiga
ainda se sustenta, apesar do grande avanco da medicina, mantendo uma consideravel
contribuicdo para a conservacdo da saude e alivio de sintomas, tendo, portanto, destaque
e impacto na Saude Pablica (FIRMO et al., 2011).

A familia Amaranthaceae contém mais de 120 espécies catalogadas que sdo
encontradas na América, Australia, Asia e oeste da Africa. No Brasil foram descritas 46
especies (VIEIRA et al., 1994; OLUWABUNMI; ABIOLA, 2015) com ocorréncia
confirmada nas cinco grandes regides brasileiras (Centro-Oeste, Norte, Nordeste, Sudeste
e Sul) nos biomas da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (SALUSTRIANO
et al.,, 2022). Nesta familia encontra-se 0o género Gomphrena e nesse a espécie
Gomphrena celosioides (SALUSTRIANO et al., 2022).

Dentre as plantas utilizadas na medicina popular, destaca-se a G. celosioides
(SANGARE et al., 2012), uma erva popularmente conhecida como perpétua brava,
perpétua, botdo de solteiro e globo-amaranto prostrado (MYERS et al., 2000;
VASCONCELOS et al., 2018). G. celosioides tem indicacdo de uso popular para o
tratamento de distarbios do trato urindrio e pedra nos rins (PRACHI; KUMAR,;
KASANA, 2009; SHARMA; VIJAYVERGIA, 2011; VASCONCELOS et al., 2017a;
VASCONCELOS et al., 2018), além de doengas de pele, infecciosas, (MACORINI et al.,
2020), gastrointestinais e respiratorias (VASCONCELOS et al., 2017a). Na América do
Sul essa planta é ainda usada como abortiva (BURKILL, 1985).

Em relacdo a toxicidade de G. celosioides verifica-se que o extrato etandlico tem uma
DLso superior a 2.000mg/Kg (MACORINI et al., 2022) e o extrato aquoso uma DLso
acima de 4000mg/kg (SOULEYMAN et al., 2014). Destaca-se ainda que o extrato
etanolico tem baixa toxicidade em teste de doses repetidas por 28 dias (MACORINI et
al., 2022). Além disso, verificou-se em estudo prévio de nosso grupo que o extrato
etandlico de G. celosioides (EEGc), 0 mesmo testado nesse estudo, ndo possui efeitos
genotoxicos e também nao alterou o desempenho reprodutivo e o desenvolvimento
embriofetal quando fémeas de camundongos prenhes foram expostas durante todo o
periodo gestacional (SALUSTRIANO et al., 2022). Além disso, o efeito abortivo relatado



13

anteriormente (BURKILL, 1985) ndo foi confirmado. No entanto, apesar da literatura
apresentada ainda s@o poucos 0s artigos que versao sobre os efeitos toxico, genotdxicos
e toxico reprodutivos sobre essa espécie. Assim, ainda sdo necessarios mais estudos que
avaliem e ratifiguem a seguranca do seu uso em modelo pré-clinico. Além disso, €
importante compreender o seu efeito antigenotoxico visto que essa espécie ja foi descrita
como rica em produtos com possivel efeito antigenotoxico e/ou anticancer (&cidos
fenolicos e flavonoides, por exemplo) (VASCONCELOS et al., 2017a).

Diante do exposto, tendo em vista, o recorrente uso de medicamentos a base de plantas
medicinais, embasado por conhecimento popular, torna-se necessario a implementacao
de pesquisas de investigacdo e esclarecimento dos reais efeitos terapéuticos e adversos
do uso de determinadas espécies, como forma de tornar seu uso mais seguro e eficaz
(FIRMO et al., 2011). Dessa forma, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar os
efeitos carcinogénicos, genotdxicos e antigenotoxicos do extrato etanélico de Gomphrena

celosioides (EEGc) em modelo pré-clinico

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da populacao
faz ou fez uso de plantas medicinais na atengéo basica a saude em busca de alivio de
sintomas e tratamento de doencas (BRASIL, 2016). Essa pratica remonta séculos atras
visto que as plantas medicinais sdo utilizadas desde os primérdios das civilizagbes
(HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

O conhecimento acumulado por séculos, décadas e anos é o que fomenta a
etnofarmacologia. Essa ciéncia traz o conhecimento popular, principalmente sobre as
plantas medicinais, organizado a fim de destacar as fontes terapéuticas utilizadas em
diversas culturas. Assim, essa ciéncia tornou-se uma ferramenta na descoberta de drogas
(COSTA et al., 2010).

O interesse pelas terapias a base de produtos naturais cresceu, principalmente, em
paises industrializados e entdo verificou-se, principalmente, a expansdo do uso de plantas
medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006). Pode-se verificar também que os produtos

naturais, incluindo os derivados de plantas, sdo bases para o desenvolvimento de
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modernas drogas com carater terapéutico que tém os seus desenvolvimentos abarcados
no conhecimento tradicional (CALIXTO, 1997; RATES, 2001).

Assim observa-se que as plantas medicinais tém importancia para a pesquisa
farmacoldgica e para o desenvolvimento de novas drogas e medicamentos. Essa
importancia ndo reside somente nos produtos isolados das plantas. Mas, essas podem ser
matéria prima também para os fitoterapicos e a sintese de outros farmacos (BRASIL,
2006). Isso se deve a potencialidade das plantas que ainda precisa ser descoberta e
explorada (SCHENKEL, GOSMANN, PETROVICK, 2003).

Destaca-se ainda que no Brasil, um pais com dimens@es continentais, ha um
incentivo ao uso de plantas e fitoterapicos porque esses podem compor uma estratégia
para o enfrentamento de desigualdades regionais em especial em regides com baixos
indicadores econdmicos e sociais (BRASIL, 2016). Na tentativa de reduzir essa
desigualdade e também assistir melhorar a sua populacédo, o Ministério da Sadude criou a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema Unico de Salde
(SUS) (Renisus). Essa lista contém cerca de 71 espécies que estdo em analise e ja possuem
indicagdo de uso popular confirmado cientificamente e inclusive configuram como uso
seguro (BRASIL, 2009; NUNES et al., 2023; REZENDE et al., 2023).

Diante do exposto, observa-se que a medicina tradicional e a medicina
complementar e alternativa estdo cada vez mais presente, em conjunto, nas politicas
publicas nacionais e internacionais. Ressalta-se ainda, que essas politicas regulamentaram
0s produtos oriundos das praticas tradicionais e contemplem, entre outros, 0s conceitos

de medicina tradicional e medicina complementar/alternativa (BRASIL, 2016).

As politicas de valorizagdo do meio ambiente e da diversidade é um crescente no
mundo. O Brasil também esta valorizando mais a sua flora como fonte de principios ativos
e fitomedicamentos. Logo, as plantas medicinais e seus subprodutos, incluindo os
fitoterapicos, deixaram de ser considerados apensar como terapias alternativas e passaram
a ser compreendidos de forma sistémica e racional com vistas a uma abordagem dos
fendbmenos envolvidos nas questbes de salde e qualidade de vida (MONTEIRO;
BRANDELLLI, 2017). Reforga essa assertiva o fato do Governo Federal ter aprovado o
Decreto n®5.813, de 22 de junho de 2006, sobre a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF) que visa ampliar as opcOes terapéuticas e melhor a atencdo a

salide aos usuarios do SUS; usar de forma sustentavel da biodiversidade brasileira;


https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sectics/plantas-medicinais-e-fitoterapicos/ppnpmf/renisus
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valorizar e preservar o conhecimento tradicional das comunidades e povos tradicionais;
fortalecer a agricultura familiar para promover crescimento com geracao de emprego e
renda e reducdo das desigualdades regionais; promover desenvolvimento tecnoldgico e
industrial; promover incluséo social e reducdo das desigualdades sociais, e promover

participacao popular e controle social (BRASIL, 2009).

2.2 Gonphena celosioides MART

G. celosioides Mart € uma planta herbacea pertencente a familia Amaranthaceae e
ao género Gomphrena. Essa planta é conhecida popularmente como perpétua, perpétua-
brava, botdo de solteiro e globo-amaranto prostrado (MYERS et al.,, 2000;
VASCONCELOS et al., 2018; SALUSTRIANO et al.,, 2022). Esta espécie tem
ocorréncia confirmada nas regi6es Norte (Para, Rond6nia, Roraima, Tocantins), Nordeste
(Bahia, Maranhdo, Pernambuco, Rio Grande do Norte), Centro-Oeste (Distrito Federal,
Goiéas, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) do Brasil. Além
disso héa registro da sua presenca possivel ocorréncia nos estados do Amazonas, Amapa,
Alagoas, Ceard, Paraiba, Piaui e Sergipe (SENNA; SIQUEIRA; MARCHIORETTO,
2015; SALUSTRIANO et al., 2022). Alem do Brasil essa espécie também é encontrada
em toda a América do Sul, Asia e Africa (TAKIM; OLAWOYIN; OLANREWAJU,
2013; CHASSAGNE et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2018; SALUSTRIANO et al.,
2022).

G. celosioides ocupa areas de lavouras e destinadas a oleicultura. Ela também pode
ser encontrada em areas de paisagismo j& que é vastamente utilizada como forragéo de
canteiros em substituicdo a gramados. Com aspecto herbéceo, possui folhas opostas
cruzadas, lanceoladas ou ovaladas, desprovidas de peciolos, pilosas e de margem inteira.
A inflorescéncia tem aspecto de espiga globosa que se transforma em cilindrica a medida
que o eixo cresce. Ela é suportada por duas bracteas foliaceas e é composta por muitas
flores de cor branca, rosa ou lilds, dependendo da variedade (Figura 1) (MOREIRA,;
BRACANCA, 2011). Descreve-se ainda que essa erva daninha, que pode ser anual ou
perene de vida curta (MYERS et al., 2000), possui caule ereto com cerca de 10 a 20 cm
de comprimento, pouco ramificado e recoberto com pelos brancos sedosos. Possui folhas

oblongo-lanceloladas a oblongo-obovadas, com 1,5 a 4,5 cm de comprimentoe 0,5a 1,3
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cm de largura. As flores s&o terminais e axilares com pontas cilindricas, medindo de 1 a
2 cm de comprimento e 1 cm de didmetro (WAGNER; HERBST; SOHMER, 1999). O
seu crescimento também é registrado ao longo de estradas, margens de rios, ferrovia e
pousio chegando a invadir pastagens. Destaca-se a sua presenca ainda em culturas de
terras secas e plantagcdes (SUZANE et al., 2010).

Figura 1. Gomphrena celosioides Mart., obtida em Manual de Identificacdo de Plantas, Embrapa
(MOREIRA; BRACANCA, 2011).

Apesar da ampla presenca da espécie, em plantacGes e pastagens, esta, € pouco
consumida por animais, e é comprovadamente toxica para equinos se ingerida em excesso
ou por longos periodos (FANK-DE-CARVALHO; GRACIANO-RIBEIRO, 2005).

Uma revisdo sobre o género Gomphrena demonstra que a decoc¢do de toda a
planta G. celosioides e também de G. globosa Linn pode ser usada em feridas com
grangrena (ARENAS; AZOREARO, 1977), G. martiana e G. boliviana s&o indicadas
para o tratamento de infeccdes microbianas (POMILIO et al., 1992). Além dessas
informacdes a literatura, de maneira geral, informa que G. celosioides tem indicacdo de
uso popular para o tratamento de distarbios do trato urinario e pedra nos rins (PRACHI;
KUMAR; KASANA, 2009; SHARMA,; VIJAYVERGIA, 2011; VASCONCELOS et al.,
2017a; VASCONCELOS et al.,, 2018), além de doencas de pele, infecciosas,
(MARCORINI et al., 2020), gastrointestinais e respiratorias (VASCONCELOS et al.,
2017a). Além disso, essa planta € utilizada como abortiva na América do Sul (BURKILL,
1985).

Estudos fitoquimicos de G. celosioides demonstraram a presenca de saponinas,

esteroides, aminodcidos, acucares ndo redutores, fenois, flavonoides, cetoses e
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betacianinas (BOTHA; GERRITMA-VAN DER VIJVER, 1986). O fracionamento de
partes aéreas indicaram a presenca de acido 4-hidroxi-benzoico e acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzdico (acido vanilico), estigmasterol, sitosterol e campesterol. Em extratos das
raizes foram encontrados ecdisterona metil palmitato, stigmast-6-em-3-Ob-
(Dglicopiranosideo) e estimasterol (MOURA et al., 2004). O extrato utilizado nesse
estudo tem em sua constitui¢do acido malico, acido cafeico, acido ferdlico, acido vanilico,
catecina, Irisona B, Dimetoxi-flavona e cafeoil-glicose (VASCONCELOS et al., 2017a).

Na literatura cientifica, G. celosioides estd descrita como antioxidante e
imunomodulatéria (GHONIME et al., 2015), nematotoxica (IKRAM et al., 2022),
antimicrobiano (MOURA et al., 2004; DOSUMU et al., 2010), gastroprotetora
(OLUWABUNMI; ABIOLA; 2015); diurética cardioprotetora e reguladora da pressao
arterial (VASCONCELOS et al., 2017a; VASCONCELOS et al, 2018),
antihiperalgésica e antiartritica (MARCORINI et al., 2020). Além disso, héa registro de
seguranca do uso dessa planta em modelos experimentais. Alguns estudos procuraram
edificar a DL50, que é definida como a dose mediana prevista para matar 50% de uma
determinada populacéo de teste, ferramenta que procura estabelecer o risco de letalidade
aguda (MORRIS-SCHAFFER; MCCOQY, 2021). De acordo com Souleyman et al. (2014),
a DLso, na toxicidade aguda, para extrato aquoso de G. celosioides é superior a 4000
mg/kg. J& para o extrato etanolico, 0 mesmo usado nesse estudo, a DLso esta acima de
2000 mg/kg (MACORINI et al., 2022). Ainda segundo 0s mesmos autores, esse extrato
tem baixo potencial toxicolégico no teste de dose multiplas, ou seja, camundongos
machos e fémeas ndo demonstram sinais de intoxicagdo apds exposicao por 28 dias para
as doses de 75, 150 e 300mg/kg/dia (MACORINI et al., 2022). Além disso, Salustriano
et al. (2022) demonstrou auséncia de genotoxicidade e auséncia de alteracdo do
desempenho reprodutivo e do desenvolvimento embrio fetal para fémeas de
camundongos prenhes tratadas por 18 dias com as doses de 100, 1000 e 2000 mg/kg/dia.

Em detalhamento das evidéncias pre-clinicas da eficacia de G. celosioides
destaca-se que o extrato etanolico nas doses de 300, 700 e 1000 mg/kg reduziu a formacéo
de edema e a hiperalgesia mecéanica. A hiperalgesia ao frio ap6s 3 horas foi inibida pelas
doses de 700 e 1000 mg/kg e ap6s 4 horas o efeito foi observado somente para a dose de
1000 mg/kg. Além disso, a dose de 1000 mg/kg reduziu o nimero de leucécitos migrados,
sem interferir no extravasamento de proteinas, no modelo de pleurisia induzida por
carragenina. A dose de 300 mg/kg reduziu a migracao de leucocitos no edema articular
induzido por zymosan. Foi evidenciado ainda, que para essa mesma dose, reducdo da
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adesdo e migracdo e rolamento de leucdcitos na peritonite induzida por zymosan. No
modelo de inflamacdo induzida por Adjuvante Completo de Freud observou-se que o
extrato foi capaz de reduzir a formagdo de edema e reduzir a hiperalgesia mecanica.
Observou-se também efeito sobre a alodinia ao frio. Esses resultados demonstram
potencial anti-hiperalgésico e antiartritico em modelos agudos e persistente confirmando
o potencial analgésico natural descrito popularmente para essa planta (MACORINI et al.,
2020).

Essa planta ainda é indicada para doencas renais e 0 estudo de Vasconcelos et al.
(2018) demonstrou que o extrato etanolico de G. celosioides reduziu de forma aguda a
pressao arterial média na dose de 100 mg/kg. Em teste de 4 semanas o extrato demonstrou
efeito diurético apos administracdo aguda em todas as semanas avaliadas. O extrato
também atuou como anti-hipertensivo e seus efeitos significativos ja foram observados
na primeira semana de tratamento que se estenderam até a quarta semana quando o
experimento foi encerrado. Esse extrato inibiu a enzima conversora de angiotensina
levando-a a niveis mais baixos que de aldosterona. Os exames demonstraram baixos
niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico e manutencdo do éxido nitrico, logo
infere-se efeito antioxidante. Ademais, 0 extrato reduziu o comprometimento da
reatividade vascular induzido pela hipertensdo renovascular o que esta associado a parede
ventricular esquerda mais fina o que indica reducdo do remodelamento cardiaco induzido
pela hipertensdo. Assim, os autores concluiram que o efeito diurético do extrato € mantido
em ratos hipertensos renovasculares e pode reduzir a pressao arterial apds a primeira
semana de tratamento pela inibicdo da enzima conversora de angiotensina com efeitos
duradouros e fortes o suficiente para promover protecdo contra a remodelagéo cardiaca.

Ainda para esse extrato de G. celosioides sugere-se efeito diuréticos e natriuréticos.

A administracdo oral de 100 e 300 mg/kg aumentou significativamente a producéo de
urina ao longo de 8 horas e esse fato foi dependente das vias do 6xido nitrico, das
prostaglandinas e da bradicinina porque os seus inibidores reduziram os efeitos do
extrato. Além disso, o efeito pode ser observado mesmo apos 7 dias do tratamento e ainda
foi associado & diminuicdo de aldosterona sérica nos grupos tratados com o extrato
(VASCONCELOS et al., 2017a).

Tambeém ¢é destaque para o extrato de G. celosioides o seu efeito gastroprotetor.
De acordo com Oluwabunmi; Abiola (2015), ratos Wistar tratados pré-tratados com

extrato metanolico de G. celosioides apresentaram uma reducdo do escore de Ulcera, do
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indice de Ulcera, do volume gastrico e da acidez gastrica total em modelo de Ulcera
induzida por indometacina.

Destaca-se ainda que G. celosioides ja testada como anticancer. No entanto, a
literatura demonstrou que o extrato tem baixo efeito antitumoral in vitro. O extrato
etandlico de G. celosioides (EEGc) apresentou ICso acima de 1000 pg/mL em células das
linhagens KKU-100 (JCRB 1568) e KKU-213 (JCRB 1557) (PROMRAKSA et al., 2019)
e superior a 250 pg/mL para os extratos etandlico e aquoso em células HepG2
(CHASSAGNE et al., 2017). Esses fatos podem desacreditar que essa planta tenha efeitos
anticancer e que deva ser prospectada como um quimioterapico. No entanto, ela esta
descrita como ndo foi genotoxica em camundongos Swiss fémeas prenhes
(SALUSTRIANO et al., 2022) e ela possui constituintes que sao antioxidantes (BOTHA,;
GERRITMA-VAN DER VIJVER, 1986; MOURA et al., 2004; VASCONCELOS et al.,
2017a). A juncdo dessas informacdes literarias justifica a avaliacdo antigenotoxica dessa

espécie.

2.3 MODELOS BIOLOGICOS
2.3.1 Teste para deteccdo de clones de tumores epiteliais (ETT) em Drosophila

melanogaster

Drosophila melanogaster € um organismo-modelo utilizado por pesquisadores
para realizacdo de diferentes testes. A manutencdo em laboratdrio é considerada simples
devido as diversas caracteristicas favoraveis tais como: grande namero de individuos por
progénie, ciclo reprodutivo curto, de cerca de 10 a 12 dias & temperatura de 25° C; baixo
nimero de cromossomos, com reacdes metabolicas semelhantes as dos mamiferos
(GRAF et al., 1984) e disponibilidade de estoques vivos com mutacGes em diversos genes
(GARCIA; FERNANDEZ, 2011).

Jé foi comprovado e estabelecido a afinidade genética da espécie com vertebrados, de
forma que os genes que desempenham papeis importantes no controle do ciclo celular em
D. melanogaster sdo semelhantes aos genes dos vertebrados, que sdo responsaveis por
funcdes semelhantes, sugerindo uma origem evolutiva comum (PANDEY; NICHOLS,
2011). Um dos genes envolvidos é o wts, homélogo ao LATS1, presente em mamiferos

e que atua como supressor de tumor (EEKEN et al., 2002).
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D. melanogaster dispde de um disco imaginal, correspondente a um grupo de
células em estadio larval que durante a metamorfose se desenvolvem nas estruturas da
epiderme do individuo adulto (EEKEN et al., 2002). Em homozigose, 0 marcador wts é
uma mutacdo recessiva letal nos zigotos. Em virtude da letalidade, o alelo wts é
conservado na linhagem estoque com o acompanhamento de um balanceador
cromossdmico (TM3, Sh?).

Por meio do cruzamento (Figura 2) entre linhagens wts/TM3, Sb! e multiple wing
hair (mwh/mwh) sdo obtidas larvas heterozigotas (wts/+). Se acontecer a perda de
heterozigose do disco imaginal da D. melanogaster, existird a possibilidade de
proliferacdo de clones homozigotos na larva, que ird se manifestar na de tumores na
mosca adulta (SIDOROV et al., 2001).

wts/TM3, Sb

mhw+/+wts mwh+/+wts/TM3, Sb
o £
)
Trans-heterozygous marked Balanced-heterozygous

Figura 2. llustragdo do cruzamento entre linhagens wts/TM3, Sb' e multiple wing hair
(mwh/mwh). Imagens do arquivo pessoal da pesquisadora Nayane Moreira Machado do Centro
Universitario de Patos de Minas — UNIPAM.

2.3.2 Ensaios Genotoxicidade em Camundongo Swiss

Genotoxicidade ¢é definido como alteracdo na estrutura ou fungdo da molécula de
DNA (&cido desoxirribonucleico) resultante da interacdo deste, com agente genotoxico
(CAMARGO et al.,1994). Dentre os agentes com potencial genotdxico, estdo também
alguns vegetais que ao serem consumidos em estado natural ou por meio de preparos
como extratos, infusdes, decoc¢do, macera¢do ou outros podem induzir danos graves
inclusive com potencial teratogénico hereditario (OLIVEIRA et al., 2013; ISHIKAWA,

2017). A avaliacdo da genotoxicidade conta com metodologias classicas como é o caso
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do ensaio do cometa e do micronucleo e esses podem ser complementados pelo teste de
fagocitose esplénica (CARVALHO et al., 2015).

2.3.2.1 Ensaio do cometa

Também denominado de eletroforese em gel de uma Unica célula, o ensaio cometa
foi originalmente descrito pelos pesquisadores suecos Ostling; Johanson (1984) como
uma metodologia sensivel que avalia e quantifica danos no DNA de células individuais
(SINGH et al., 1988).

Trata-se de um teste amplamente empregado em estudos cientificos devido a
eficicia, praticidade e baixos custos associados. Sua metodologia consiste em depositar
células a serem avaliadas em gel agarose que, sobre uma lamina de vidro, sdo submetidas
a uma solucgéo de lise, com subsequente desnaturacdo do DNA e eletroforese em pH
alcalino. A eletroforese entdo leva ao deslocamento do DNA fragmentado para longe do
nucleodide, o que forma estrutura semelhante a um cometa (ALVAREZ-MOYA et al.,
2011).

A metodologia de analise pode ser visual ou computadorizada. No presente estudo
foi utilizada a metodologia descrita por Kobayashi et al. (1995). Segundo esses autores,
células que ndo apresentarem cauda, serdo consideradas ndo danificadas e receberdo
classificacdo classe 0; células com cauda menor que o didmetro do nucledide ser serdo
classificadas como classe 1; as células com cauda de tamanho entre 1 e 2 vezes o diametro
do nucleoide serdo consideradas classe 2; e células com cauda maior que 2 vezes 0
didmetro do nucledide serdo classificadas como classe 3. Células com nucledide
totalmente fragmentado ndo s@o contabilizadas e podem ser indicativo de ocorréncia de

apoptose que deve ser confirmada por outros métodos.

2.3.2.2 Ensaios do micronucleo

O teste do microndcleo tem a capacidade de detectar alteragdes cromossémicas
como auséncia de centrémero (efeito clastogénico) ou erros no funcionamento do fuso
mitotico (mecanismo aneugénico) (KASHYAP; REDDY, 2012). O teste é considerado
positivo para dano genotoxico devido a presenca de grande quantidade de micronucleos
a analise microscdpica, indicando alteracéo irreparavel do DNA (HEDDLE et al., 1991).
Assim, os micronucleos sdo quantificadores da exposic¢do a agentes quimicos ou fisicos
capazes de alterar permanentemente a molécula de DNA (TUCKER; PRESTON, 1996)
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e, portanto, sdo ferramentas da &rea de genética toxicolOgica para predizer atividade
cancerigena de um composto (KRISHNA et al., 2000).

Para estudos in vivo em mamiferos, o teste do micronucleo em sangue periférico
geralmente é feito em linfocitos periféricos e eritrocitos (TUCKER; PRESTON, 1996).
No entanto, uma técnica amplamente utilizada é aquela que utiliza preparagdes a partir
de medula 6ssea (SCHMID, 1975).

De acordo com Schmid (1975), os microntcleos devem ser avaliados em hemaécias
jovens, pois quando os eritroblastos expelem seus nucleos e se transformam em
eritrécitos, os micronucleos tornam-se facilmente observaveis no citoplasma devido a sua
morfologia arredondada e coloracéo.

Hayashi et al. (1990), no intuito de permitir amostragens diversas de um mesmo
animal, desenvolveram e descreveram a técnica de microndicleo em sangue periférico pela
coloracdo com Laranja de Acridina. Este corante ao se intercalar com moléculas de DNA,
sob luz ultravioleta, emite uma fluorescéncia de cor amarela. Logo 0s micronucleos ou
nameros tornam-se facilmente identificaveis. Quando esse mesmo corante se liga as fitas
simples de RNA ele fluoresce em vermelho fazendo um bom contraste e facilitando assim
a identificacdo dos micronucleos. Os microndcleos em geral estdo na periferia das areas
coradas em vermelhou ou no seu centro. No entanto, micronicleos ndo podem estar
separados de regides contendo RNA.

De acordo com Michiko et al. (1992), estudos comparativos entre a técnica
convencional, em medula 6ssea, corada por Giemsa, e a técnica que utiliza pre-coloragédo
com Laranja de Acridina demonstram uma boa correlagdo. Logo essas técnicas mostram-
se adequadas para este tipo de avaliagdo. Porém, a técnica de sangue periférico apresenta
uma vantagem importante ja que um mesmo animal poder fornecer varias amostras de

material, sem a necessidade de eutanasia (CSGMT, 1992).

2.3.3 Ensaio de Fagocitose Esplénica

O baco apresenta funcdo hematopoiética e imunomodulatéria importante. As
células esplénicas capturam antigenos e os apresentam aos linfécitos T e B, que interagem
estimulando a geracdo de plasmadcitos secretores de anticorpos. O baco é capaz de
sequestrar leuctcitos e plaquetas levando a quadro de leucopenia. Devido a sua

importancia na regulacdo imunologica, avaliar recrutamento de fagdcitos como forma de
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entender melhor os efeitos imunomodulatorios dos compostos em testes (HAYASHI et
al. 1990; MEBIUS; KRAAL, 2005) é importante. Assim, 0 ensaio de fagocitose esplénica
avalia de a atividade fagocitica foi ou ndo aumentada em funcdo de danos no DNA
(CARVALHO et al., 2015). Logo a avaliacdo da fagocitose é importante para verificar
se 0 bago estd ou ndo sequestrando células com lesbes de DNA a ponto de subestimar a
frequéncia de danos genémicos (avaliados pelo teste do cometa) ou cromossdmicos
(avaliados pelo teste do microntcleo (NAVARRO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2023; CORREIA et al., 2024).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos bioldgicos do extrato etandlico de Gomphrena celosioides

(EEGc) a nivel carcinogénico, genotdxico e antigenotdxico em modelo pré-clinico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos carcinogénicos do EEGc em Drosophila melanogaster;

Investigar a atividade genotoxica do EEGc em sangue periférico de camundongo
Swiss;

Avaliar os efeitos antigenotoxicos do EEGc em sangue periférico de camundongo
Swiss;

Avaliar a atividade fagocitica esplénica do EEGc em camundongo Swiss;

Avaliar os efeitos do EEGc nos parametros biométricos de camundongos Swiss.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL BOTANICO E PREPARACAO DO EXTRATO

O extrato etanolico de Gomphrena celosioides (EEGc) foi produzido a partir de
material vegetal de partes aéreas da planta conforme método descrito em publicacBes
prévias de nosso grupo de estudo. O EEGc usado nesse estudo também foi utilizado por
Vasconcelos et al. (2017a) e Salustriano et al. (2022) e a caracterizados do extrato foi,
portanto, previamente descrito na literatura. No entanto, os extratos foram testados para
confirmar a mesma composicdo ao longo dos anos (VASCONCELOS et al., 2017a).
Amostras vegetais foram coletadas em abril de 2014 em Paranaiba, Mato Grosso do Sul,
nas coordenadas geografica: Brasil [lat: —19.666667 long: —51.183333 WGS84],
analisadas e catalogadas pelo professor Dr. Josafd Carlos de Siqueira, docente na
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-RJ). Um exemplar foi arquivado no
Herbario da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sado Paulo (FFCLRP/USP) sob numero SPFR-2962. Esta espécie foi registrada no
Registro Nacional Sistema de Gestdo do Patrimdnio Genético e Conhecimentos
Tradicionais Associados (SISGEN) sob os codigos AF99A04 e ASECB8OE.

4.2 AGENTES QUIMICOS

O EEGc foi solubilizado em Tween 80 (1%) e, posteriormente, diluido com agua
destilada. As concentragOes utilizadas no teste para a deteccdo de clones de tumores
epiteliais (ETT) em D. melanogaster foram 0,96, 1,92, 3,85 e 7,70 mg/mL. Estas
concentracdes foram definidas em experimento piloto (dados ndo mostrados). As doses
usadas no estudo com camundongos foram de 100, 1000 e 2000 mg/kg de peso corpdreo
(p.c.) por gavagem (via oral — v.0.). De acordo com Vasconcelos et al. (2017a), a dose de
100 mg/kg tem efeito diurético e por isso ela foi escolhida como uma dose efetiva e
terapéutica. As outras duas doses foram baseadas no estudo de Salustriano et al. (2022) e
segundo esse estudo a dose de 1.000 mg/kg € uma dose de seguranga (10x maior) do que
a dose efetiva/terapéutica (ANVISA, 2010; OECD 421, 2015) e a dose de 2.000 mg/kg
foi definida como a dose limite de acordo com as diretrizes de toxicidade oral aguda
(OECD 425, 2008).

A doxorrubicina (Rubidox, Bergamo, Brazil), diluida em agua destilada, foi
utilizada como controle positivo, na concentragdo de 2,17 mg/mL (0,4 mM)
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(VASCONCELOS et al., 2017b), para o teste de deteccdo de clones de tumores epiteliais
(ETT) em D. melanogaster.

A ciclofosfamida (Fosfaseron, Itaca Laboratorios, REG. MS No.
1.2603.0056.002—1; Lote 063020, Brazil), diluida em agua destilada, foi utilizada como
controle positivo, na dose de 100 mg/kg p.c. por via intraperitoneal (i.p.), para os testes
com camundongos Swiss (OLIVEIRA et al., 2023; CORREA et al., 2024).

4.3 EXPERIMENTO |
4.3.1 Teste de sobrevivéncia e para deteccdo de clones de tumores epiteliais (ETT) em

Drosophila melanogaster

As linhagens mutantes de Drosophila melanogaster: Multiple Wing Hair
(mwh/mhw) e wts/TM3 foram cultivadas isoladamente (Figura 3). Em seguida, fez-se a
separacao e cruzamento de machos da linhagem mwh/mhw e fémeas virgens da linhagem
wts/TM3 (Figura 4; Figura 5). A postura ocorreu em meio de postura (frascos contendo
uma base de solida de agar (3 % de agar em agua) e uma camada de fermento biologico
fresco e agucar). Apds 72+ 4 horas os frascos foram lavados com &gua de osmose reversa
e as larvas trans-heterozigotas marcadas (wts+/+mwh) e heterozigotas balanceadas (TM3,
Sb1 +/+ mwh) foram obtidas com o auxilio de uma peneira.

Para avaliar a toxicidade, foi realizado o teste de eclosdo (RAND et al., 2014).
Para tanto de 50 larvas foram transferidos para frascos de vidro contendo 1,5 g de meio
de puré de batatas instantaneo (marca Yoki Alimentos S. A., Sdo Paulo, Brasil), como um
meio de cultura alternativo para Drosophila (SPANO et al., 2001), umedecidos com 5
mL das diferentes concentracdes de EEGc (0,96, 1,92, 3,85 e 7,70 mg/mL). Para controle
negativo utilizou-se Tween 80 (1 %) e para o controle positivo Doxorrubicina (2,17
mg/mL) (VASCONCELOS et al., 2017b). Ao final da coleta foram avaliados os nimeros
de larvas vivas e mortas e descritas na forma de porcentagem. Para que a dose fosse
utilizada no proximo teste era necessario que pelo menos 70 % das larvas estivessem
vivas.

Um segundo grupo de frascos, com 0s mesmos tratamentos, foi preparado para o
teste ETT e aguardou-se a eclosdo dos descendentes. Os descendentes portadores do
gendtipo wts+/+mhw, foram separados e identificados pela presenca de pelos selvagens

fenotipicos (longos e finos). Ja os descendentes, que apresentam pelos curtos e grossos,
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pertencentes a progénie heterozigoto balanceado (que possuem a presenca do gene
balanceador TM3, Sh1) foram descartados uma vez que ndo possuem o gene em estudo.

Figura 3. Machos e fémeas das linhagens mutantes de D. melanogaster Multiple Wing Hair
(mwh/mhw) e wts/TM3.

Macho Fémea

) & b o wis TM3Sb'

mwh mwh + +
+ + \
wis TM3,Sb

Fenotipo de pelos longos e Fenotipo de pelos curtos e
finos, trans-heterozigoto espessos finos, trans-heterozigoto

Figura 4. Diagrama didatico do cruzamento de linhagem entre machos do mwh/mhw e fémeas
virgens do wts/Sb1. O cromossomo 3 é representado contendo os gendtipos mwh/mhw e wts/Sh1.
+ indica o alelo do tipo selvagem.
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Figura 5. Diagrama didatico do cruzamento de linhagem entre machos do mwh/mhw e fémeas
virgens do wts/Sbh1. O cromossomo 3 é representado contendo os genétipos mwh/mhw e wts/Sh1.
+ indica o alelo do tipo selvagem.

Apbs o processo de metamorfose, as moscas adultas foram coletadas e
conservadas em frascos contendo etanol 70 %. Analisou-se 200 individuos (machos e
fémeas) de cada concentragdo, com gendétipo (wts+), que possuem pelos normais
(longos). As moscas de pelos curtos (Stubble) ndo foram analisadas, pois ndo possuem o
gene wts. Os individuos foram analisados em placa escavada contendo glicerina (Glicerol
CsHsOs3) com auxilio de pincéis n° 1 e lupa estereoscopica. Contabilizou-se a presenca de
tumores em cada um dos seguimentos (olhos, cabega, asas, corpo, pernas, halteres), que
se manifestam na cuticula da mosca em forma de verrugas. Ao final fez o somatorio de
todos os tumores por individuo (SIDOROV et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2017b).

4.4 EXPERIMENTO 2
4.4.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 40 camundongos machos (Mus musculus) da linhagem Swiss
com peso médio de 40 g. Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacédo de 7
dias, acondicionados em mini-isoladores (Rack ventilada Alesco®) forrados com
maravalha de Pinus Sp. Os animais foram alimentados com racdo comercial padrdo
(Nuvital®) e &gua filtrada sob sistema de livre acesso. A iluminacdo foi controlada por
fotoperiodo (12 h claro/ 12 h escuro) e a temperatura mantida em 22 + 2° C e umidade de
55 + 10.
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A pesquisa foi realizada de acordo com os protocolos da Declaragdo Universal
dos Direitos Animais e aprovada pela Comisso de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o parecer numero 965/2018.

Os animais foram distribuidos em 8 grupos experimentais (n = 5) conforme
ilustrado em figura 6 e descrito abaixo:

- Grupo Controle Negativo (CN) — os animais foram tratados com 0,1mL/10g de peso
corporeo (p.c.) do veiculo do EEGc (Tween 80 — 1 %) por via oral (v.0.) e 0,1 mL/10g
p.c. do veiculo da ciclofosfamida (dgua destilada) por via intraperitoneal (i.p.);

- Grupo Controle Positivo (Ciclofosfamida) — os animais foram tratados com 0,1 mL/10g
p.c., v.0.) do veiculo do EEGc (Tween 80 — 1 %) e 100 mg/kg de Ciclofosfamida (p.c.,
i.p.);

- Grupos Genotoxicidade EEGc100, EEGc1000 e EEGc 2000 — os animais foram tratados
com 100, 1.000 e 2.000 mg/kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 0,1 mL/10 g (p.c..
i.p.) do veiculo da ciclofosfamida (agua destilada);

- Grupos Antigenotoxicidade EEGc100+Ciclo, EEGc1000+Ciclo e EEGc2000+Ciclo —
0s animais foram tratados com 100, 1.000 e 2.000 mg/Kg (p.c.; v.0.) do EEGc,

respectivamente + 100 mg/kg de Ciclofosfamida (p.c., i.p.).

GRUPO CONTROLE
4 ‘
CONTROLE N° total= 15 CONTROLE
NEGATIVO POSITIVO
. p
Twean 80- 1% (vo-0.1 ml 10 2} + Tween 80- 1% (vo-0.1ml 10 g) +
Apgua destilada (1. p. 0,1 ml’ 10 g) Ciclofosfamida (i. p. 100mg / kg)
GENOTOCICIDADE ANTIGENOTOXICIDADE
@ n total =15 @ n total =15
EEGe 100 n=5 EEGe 100+ Ciclo n=5
EEGe 100 (v.o. -100 mg'ksg) + dgua EEGe 100 (v.o. -100 mgks) +
destilada (i. p. 0,1 ml/ 10 g) Ciclofosfamida (L. p 100 mg/ k)
EEGc 1000 n=5 EEGc 1000 + Ciclo n=5
EEGc 1000 (v.o. -1000 mgkg) + dgua EEGc 1000 (v.o. -1000 mgks) +
destilada (1. p. 0.1 ml/ 10 g) Ciclofosfamida (1. p 100 mg/ kg)
EEGc 2000 n=5 EEGc 2000 + Ciclo n=5
EEGc 2000 (v.0. -2000 mgkz) + dgua EEGc 2000 (v.0. -2000 mg/ksg) +
destilada (1. p. 0.1 ml/ 10 ) ciclofosfamida (i p 100 mg/ kg)
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Figura 6 — Delineamento camundongos, Grupo Controle Negativo (CN) —0,1mL/10 g de
peso corporeo (p.c.) do veiculo da EEGc (Tween 80 — 1%) por via oral (v.0.) € 0,1mL/10
g p.c. do veiculo da ciclofosfamida (agua destilada) por via intraperitoneal (i.p.); Grupo
Controle Positivo (Ciclo) — 0,1 mL/10 g de Tween 80 (1%) (p.c., v.0.) e 100 mg/Kg de
Ciclofosfamida (p.c., i.p.); Grupos Genotoxicidade EEGc100, EEGc1.000 e EEGc2.000
— 100, 1000 e 2000 mg/kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 0,1 mL/10 g de agua
destilada (p.c.. i.p.); Grupos Antigenotoxicidade EEGc100+Ciclo, EEGc1000+Ciclo e
EEGc2000+Ciclo — 100, 1.000 e 2.000 mg/kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente +
100mg/kg de Ciclofosfamida (p.c., i.p.).

4.4.2 Ensaios bioldgicos

Foram coletadas amostras de sangue periférico, por meio de puncdo da veia
caudal, 24, 48 e 72 horas ap06s administracdo dos compostos-testes. No tempo de 24 h o
sangue periférico foi analisado pelo ensaio do cometa. J& em 24, 48 e 72 h o0 sangue
periféerico foi analisado pela técnica de microndcleo. Apos essas coletas, 0s animais foram
submetidos a eutanasia por deslocamento cervical seguida de laparotomia para a coleta,
pesagem e analise macroscopica dos 6rgdos (coracdo, pulmao, baco, figado e rins). O
baco foi destinado para avaliagdo da fagocitose esplénica apds pesagem. Os parametros
biométricos foram compostos pelo peso inicial, peso final e peso absoluto e relativo dos

Orgaos.

4.4.2.1 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado segundo Singh et al. (1988) e avaliado conforme
Kobayashi (1995). Vinte microlitros de sangue periférico (20 pL) foram homogeneizados
em 120 pL de agarose de LPM (0,5 %). Em seguida a mistura foi depositada em laminas
pré-cobertas com agarose comum (5 %). As laminas foram recobertas por laminula de
vidro e resfriadas a 4° C por 20 minutos. Em seguida, apds remocdo das laminulas, as
laminas foram imersas em solucdo de lise (89,0 mL de estoque de lise — 2,5 M NacCl,
100,0 mM EDTA, 10,0 mM Tris, pH 10,0 corrigido com NaOH sélido; 1,0 mL de Triton
X-100 e 10,0 mL de DMSO). A lise ocorreu por 1 hora, a temperatura de 4° C em local



31

escuro. Em seguida, as laminas foram dispostas na cuba de eletroforese e imersas em
tamp&o com pH >13,0 (300,0 mM NaOH e 1,0 mM EDTA) e a desnaturagdo do DNA
ocorreu por um periodo de 20 minutos a 4°C sob o abrigo da luz. Em seguida, foi realizada
a eletroforese a 25,0 V e 300,0 mA (1,25 v/cm) por 20 min. As laminas foram
neutralizadas com tampdo em pH de 7,5 (0,4M Tris-HCI) por 3 ciclos de 5 minutos cada,
e deixadas para secar ao ar livre. Em seguida, as laminas foram fixadas com alcool etilico
absoluto por 10 minutos. Apés foram coradas com 100,0 uL de brometo de etidio (20x10-
3mg/mL). As laminas foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia (Bioval®)
em aumento de 40 x, com filtro de excitagdo 420-490 nm e filtro de barreira 520 nm.
Foram analisadas 200 células/animal e classificadas em: classe 0 — nucledides nédo
danificados e que ndo apresentam cauda; classe 1 — nucledides com cauda menor que o
didmetro do nucleotide; classe 2 — nucledides com cauda de tamanho ente 1 a 2 vezes o
diametro do nucleoide; classe 3 — nucledides com cauda 2 vezes maior que o diametro do
nucledide (Kobayashi, 1995). Nucledides de células apoptéticas, que se apresentam

totalmente fragmentados geralmente ndo séo contabilizados (SPEIT et al., 1996).

4.4.2.1 Ensaio do microndcleo em sangue periférico

Amostras de 20 ul de sangue periférico foram depositadas em lamina previamente
preparada com 20 pl de Alaranjado de Acridina (1,0 mg/mL) e recoberta com laminula.
As laminas foram estocadas em freezer -20°C por pelos menos 15 dias. Foram analisadas
2000 celulas/animal em microscépio de epifluorescéncia (Motic®; Modelo BA 410), com
filtro de excitacdo 420-490 nm e filtro de barreira 520 nm, em aumento de 400 vezes,

conforme descrito Hayashi et al. (1990), modificado por Oliveira et al. (2009).

4.4.1.3 Avaliacédo de fagocitose esplénica

O teste de fagocitose esplénica foi realizado por meio da maceracéo de 1/3 do
baco em solucdo fisiolégica com auxilio de pipeta de Pasteur. Apds sucessivas
aspiracdes, cem microlitros da suspenséo celular foram colocados em lamina previamente
corada com alaranja de acridina (1 mg/mL). Na sequéncia a lamina foi coberta por uma
laminula e armazenada em freezer, por pelo menos 15 dias, até posterior analise em
microscopio de fluorescéncia com filtro de excitagdo 420-490 nm e filtro de barreira 520

nm, e aumento de 400 x. Foram analisadas 200 células/animal. A avaliacdo da presenca
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ou auséncia de fagocitose foi realizada de acordo com estabelecido por Hayashi et al.
(1992) e modificado por Carvalho et al. (2015).

4.5. CALCULO DA PORCENTAGEM DE REDUCAO DE DANOS (RD%)
As porcentagens de reducdo de danos para os ensaios do cometa e do microntcleo
foram contabilizadas de acordo com Manoharan & Beneriee (1985) e Waters et al.

(1990).

DRY Média do controle positivo — Média do grupo associado
0 i

Média do controle positivo — Média do controle negativo

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise do teste para deteccdo de clones de tumores epiteliais (ETT) em D.
melanogaster utilizou-se o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney. Nos ensaios com
camundongos, os dados paramétricos, foram analisados por ANOVA/Tukey. Os dados
foram apresentados em média + desvio padrdo e o nivel de significancia estabelecido foi
de p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO | — SOBREVIVENCIA, ESTIMATIVA DOS DANOS EM
CELULAS SOMATICAS E DA FREQUENCIA DE TUMORES (ETT) EM
DROSOPHILA MELANOGASTER

O teste de sobrevivéncia demonstrou que somente a maior concentracao de EEGc
(7,70 mg/mL) reduziu (p < 0,05) a taxa de sobrevivéncia das larvas de D. melanogaster.
No entanto, todas as concentracGes testadas apresentaram sobrevivéncia superior a 70%

(Figura 7) e, portanto, foram mantidas para o teste subsequente.
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Figura 7 — Taxa de sobrevivéncia das larvas tratadas com o extrato etanélico de Gomphrena
celosioides (EEGc) nas concentracdes de 0,96, 1,92, 3,85 e 7,70 mg/mL. Para controle negativo
utilizou-se Tween 80 (1%) e para o controle positivo doxorrubicina (2,17 mg/mL). (* p < 0,05)

O teste do ETT demonstrou que a Doxorrubicina aumentou (p < 0,05) a frequéncia
de clones de tumores em 19,14 x comprovando o seu efeito carcinogénico. Ja 0 EEGc ndo
apresentou efeito carcinogénico (p > 0,05). Inclusive a menor concentracdo testada (0,96
mg/mL) reduziu (p < 0,05) a frequéncia basal de tumores observados no controle negativo
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Frequéncia de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor wts, tratadas com
diferentes concentrac@es do extrato etandlico de Gomphrena celosioides (EEGC):

Tratamento  Total de Numero de tumores Frequéncia
EEGc moscas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total
Controle 200 0 0 6 5 3 0 14 0,07
Negativo
cp 200 0 3 186 21 58 1 269 1,34*
0,96 200 0 0 6 0 0 0 6 0,03*
1,92 200 0 0 7 2 4 0 13 0,06
3,85 200 0 3 5 5 3 0 16 0,08
7,70 200 0 3 8 6 5 0 22 0,11

Legenda: EEGc — Extrato etandlico de Gomphrena celosioides. CN — Controle negativo — Tween 80 (1%); Controle Positivo — Doxorrubicina (2,17mg/mL). Frequéncia —
NUmero de tumores / nimero de moscas analisadas. *Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle negativo. Teste estatistico: Mann Whitney
(p<0,05).
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5.2 EXPERIMENTO Il — AVALIACAO GENOTOXICA E ANTIGENOTOXICA EM
CAMUNDONGOS

A avaliacao dos parametros biométricos demonstrou que o peso inicial, peso final
e peso relativo e absoluto do coracao, pulméo, figado, rins e baco foram semelhantes (p
> 0,05) entre os diferentes grupos experimentais (Figura 6).

Avaliacdo dos danos genémicos, por meio do ensaio do cometa, demonstrou que
a ciclofosfamida foi genotoxica e aumentou (p < 0,05) a frequéncia de danos no DNA em
12,04 x. O EEGc isolado ndo foi genotdxico (p > 0,05) nas duas menores doses. No
entanto, a maior dose (EEGc2000) foi genotoxica e aumentou (p < 0,05) a frequéncia de
leses genbmicas em 5,37 x. O EEGc quanto associado a ciclofosfamida foi
antigenotoxico (p < 0,05) para todas as doses testadas e as porcentagens de reducgéo de
danos foram de 63,23, 49,91 e 33,39 % para as doses de 100, 1000 e 2000 mg/kg,
respectivamente (Tabela 2).

A avaliacdo dos danos cromossdémicos, por meio do ensaio do micronucleo,
demonstrou que a ciclofosfamida é genotdxica e aumentou (p < 0,05) a frequéncia de
danos cromossémicos em 3,59 x, 3,13 x e 2,87 x nos tempos de 24,48 he 72 h. O EEGc
isolado nédo foi genotdxico (p > 0,05) em nenhuma das doses e em nenhum dos tempos
analisados. No entanto, as trés doses foram antigenotdxicas (p < 0,05) nos tempos de 24
e 48h. As porcentagens de redugéo de danos foram de 64,42, 77,19 e 52,63% em 24h e
de 71,43, 63,26 e 40,82 % para 48h nas doses de 100, 1000 e 2000 mg/kg,
respectivamente. No tempo de 72h o EEGc ndo foi antigenotoxico (p>0,05) e as
porcentagens de reducdo de danos foram de 20,00, 36,67 e 63,33 % para as doses de 100,
1000 e 2000 mg/kg, respectivamente (Tabela 3).

O ensaio de fagocitose esplénica demonstrou que nenhum dos tratamentos
(ciclofosfamida isolada, EEGc isolado e EEGc associado a ciclofosfamida) induziu

ativacdo fagocitica (p > 0,05) (Figura 9).
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Figura 8 — VValores médios + desvio padrdo dos parametros biométricos dos animais tratados com
extrato etandlico de Gomphrena celosioides (EEGc) isolado ou em associacdo com a
ciclofosfamida. A — Peso inicial e peso final; B — Peso absoluto dos érgéos; C — Peso relativo dos
6rgdos. Grupo Controle Negativo (CN) — 0,1 mL/10 g de peso corpéreo (p.c.) do veiculo da EEGc
(Tween 80 — 1 %) por via oral (v.0.) e 0,1 mL/10 g p.c. do veiculo da ciclofosfamida (dgua
destilada) por via intraperitoneal (i.p.); Grupo Controle Positivo (Ciclo) — 0,1 mL/10 g de Tween
80 (1%) (p.c., v.0.) e 100 mg/Kg de Ciclofosfamida (p.c., i.p.); Grupos Genotoxicidade EEGc100,
EEGc1.000 e EEGc2.000 — 100, 1000 e 2000 mg/Kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 0,1
mL/10g de &gua destilada (p.c.. i.p.); Grupos Antigenotoxicidade EEGc100+Ciclo,
EEGc1000+Ciclo e EEGc2000+Ciclo — 100, 1.000 e 2.000 mg/Kg (p.c.; v.0.) do EEGc,
respectivamente + 100 mg/Kg de Ciclofosfamida (p.c., i.p.). Teste estatistico: ANOVA/Tukey.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 2. Valores médios * desvio padrao da frequéncia de células com danos no DNA, distribuicdo das células pelas classes de danos, score e
porcentagem de reducdo de danos no DNA de animais tratados com o extrato etandlico de Gomphrena celosioides (EEGc) isolado ou associado
com ciclofosfamida:

Células com Classes

i i [0)
Grupos Experimentais dano no DNA 0 1 5 3 Score YoRD
CN 10,20+2,03? 189,80+2,03 10,20+2,03 0,00+0,00 0,00+0,00 10,20+2,03?
Ciclo 122,80+8,31¢ 76,20+9,24 112,8048,01 10+1,58 0,00+0,00 132,80+8,88¢
Genotoxicidade
EEGc 100 35,80+3,632P 164,20+3,62 35,80+3,62 0,00+0,00 0,00+0,00 35,80+3,622P
EEGc 1000 39,60+5,842P 160,40+5,84 39,60+5,84 0,00+0,00 0,00+0,00 39,60+5,842°
EEGc 2000 54,80+6,96°¢ 145,20+6,96 54,80+6,96 0,00+0,00 0,00+0,00 54,80+6,96°¢
Antigenotoxicidade

EEGc 100 + Ciclo 51,60+12,63"¢ 148,80x+12,41 50,80+12,18 0,40+0,24 0,00+0,00 51,60+12,63"¢ 63.23%

EEGc 1000 + Ciclo 66,60+9,82°¢ 133,40+9,82 66,60+9,82 0,00+0,00 0,00+0,00 66,60+9,82°¢ 49.91%

EEGc 2000 + Ciclo 85,20+3,37°¢ 112,80+4,49 84,60+2,98 0,60+0,40 0,00+0,00 85,80+3,76° 33.39%

Legenda: Grupo Controle Negativo (CN) — 0,1mL/10g de peso corpéreo (p.c.) do veiculo da EEGc (Tween 80 — 1%) por via oral (v.0.) e 0,AmL/10g p.c. do veiculo da
ciclofosfamida (agua destilada) por via intraperitoneal (i.p.); Grupo Controle Positivo (Ciclo) — 0,1mL/10g de Tween 80 (1%) (p.c., v.0.) e 100mg/Kg de Ciclofosfamida (p.c.,
i.p.); Grupos Genotoxicidade EEGc100, EEGc1.000 e EEG¢2.000 — 100, 1000 e 2000 mg/Kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 0,1mL/10g de 4gua destilada (p.c.. i.p.);
Grupos Antigenotoxicidade EEGc100+Ciclo, EEGc1000+Ciclo e EEGc2000+Ciclo — 100, 1.000 e 2.000 mg/Kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 100mg/Kg de
Ciclofosfamida (p.c., i.p.). Teste estatistico: ANOVA/Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). %RD — Porcentagem de Reducéo de
Danos no DNA. Teste estatistico: ANOVA/Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 3. Valores médios * desvio padréo da frequéncia de microndcleos e porcentagem
de reducédo de danos no DNA de animais tratados com o extrato etandlico de Gomphrena
celosioides (EEGc) isolado ou associado com ciclofosfamida:

Grupos Experimentais Frequéncia de Micronucleos %RD
24h 48h 72h 24h 48h 72h

CN 4,40+0,75*°  4,60+1,03*°  3,20+0,372°

Ciclo 15,80+0,66%  14,40+0,93¢  9,20+1,16°

Genotoxicidade

EEGc 100 2,80+0,66*  6,40+0,81*0¢  2,80+0,37°

EEGc 1000 4,80+0,92%*  4,00+1,30%°  4,40+0,75%0¢

EEGc 2000 4,40+£1,03**  3,60+0,81%  7,20+1,323b¢

Antigenotoxicidade

EEGc 100 + Ciclo 8,00+0,89°¢  7,40+0,93%P¢  8,00+2,07°¢ 68,42% 71,43%  20,00%
EEGc 1000 + Ciclo 7,00+1,672P¢  8,20+1,07°¢  7,00+0,84%¢ 77,19% 63,26%  36,67%
EEGc 2000 + Ciclo 9,80+0,86°  10,40+1,03%¢ 5,40+0,51*P¢ 5263% 40,82%  63,33%

Legenda: Grupo Controle Negativo (CN) —0,1mL/10 g de peso corp6reo (p.c.) do veiculo da EEGc (Tween
80 — 1%) por via oral (v.0.) e 0,lmL/10g p.c. do veiculo da ciclofosfamida (a4gua destilada) por via
intraperitoneal (i.p.); Grupo Controle Positivo (Ciclo) — 0,AmL/10 g de Tween 80 (1 %) (p.c., v.0.) e 100
mg/Kg de Ciclofosfamida (p.c., i.p.); Grupos Genotoxicidade EEGc100, EEGc1.000 e EEGc2.000 — 100,
1000 e 2000 mg/Kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 0,1mL/10g de agua destilada (p.c.. i.p.); Grupos
Antigenotoxicidade EEGc100+Ciclo, EEGc1000+Ciclo e EEGc2000+Ciclo — 100, 1.000 e 2.000 mg/Kg
(p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 100 mg/Kg de Ciclofosfamida (p.c., i.p.). Teste estatistico:
ANOVA/Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). %RD —
Porcentagem de Reducgdo de Danos no DNA. Teste estatistico: ANOVA/Tukey. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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EEGc 1000

EEGc 2000

EEGc 100 + Ciclo
EEGc 1000 + Ciclo
& EEGc 2000 + Ciclo

154

HEREEDOL

104

Frequéncia de fagocitose

Figura 9 — Valores médios + desvio padréo da frequéncia de células com fagocitose no baco dos animais
tratados com extrato etandlico de Gomphrena celosioides (EEGc) isolado ou em associagdo com a
ciclofosfamida. Grupo Controle Negativo (CN) — 0,1 mL/10 g de peso corp6reo (p.c.) do veiculo da EEGc
(Tween 80 — 1 %) por via oral (v.0.) e 0,1 mL/10 g p.c. do veiculo da ciclofosfamida (agua destilada) por
via intraperitoneal (i.p.); Grupo Controle Positivo (Ciclo) — 0,1 mL/10 g de Tween 80 (1 %) (p.c., v.0.) e
100 mg/Kg de Ciclofosfamida (p.c., i.p.); Grupos Genotoxicidade EEGc100, EEGc1.000 e EEGc2.000 —
100, 1000 e 2000 mg/Kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 0,1 mL/10 g de &gua destilada (p.c.. i.p.);
Grupos Antigenotoxicidade EEGc100+Ciclo, EEGc1000+Ciclo e EEGc2000+Ciclo — 100, 1.000 e 2.000
mg/Kg (p.c.; v.0.) do EEGc, respectivamente + 100 mg/Kg de Ciclofosfamida (p.c., i.p.). Teste estatistico:
ANOVA/Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). Teste
estatistico: ANOVA/Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

6 DISCUSSAO

Esse estudo é pioneiro em demonstrar que o EEGc ndo e carcinogénico em D.
melanogaster e tem efeito quimiopreventivo em danos do DNA induzidos por
ciclofosfamida em camundongos Swiss. Além disso, G. celosioides ja foi descrita com
baixo efeito antitumoral in vitro. O extrato etanolico de G. celosioides (EEGc) apresentou
ICs0 acima de 1000 pg/mL em células das linhagens KKU-100 (JCRB 1568) e KKU-213
(JCRB 1557) (PROMRAKSA et al., 2019) e superior a 250 pg/mL para os extratos
etanolico e aquoso em celulas HepG2 (CHASSAGNE et al., 2017). Além disso, a
literatura descreveu que o EEGc ndo foi genotoxico em camundongos Swiss fémeas
prenhes (SALUSTRIANO et al., 2022).

O presente estudo demonstrou que o EEGc tem potencial para reduzir
significativamente a sobrevivéncia de larvas de D. melanogaster em concentracéo igual
ou superior a 7,70 mg/mL. No entanto, todas as doses avaliadas no teste de sobrevivéncia

foram utilizadas para o teste ETT porque a sobrevivéncia das larvas foi superior a 70 %
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e isso indicou que as concentracOes testadas ndo afetaram o desenvolvimento larval a
ponto de comprometer o desenvolvimento de testes subsequentes. A literatura descreve
que a sobrevivéncia de pelo menos 70 % das larvas € o ideal para a escolha de doses que
podem ser usadas no teste ETT. Logo, taxa de mortalidade acima de 30 % podem
comprometer 0s testes subsequentes por ndo se atingir 0 nimero minimo necessario de
individuos adultos para as analises (DEMIR et al., 2013; ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA;
NEPOMUCENO, 2015).

No teste ETT observou-se que a menor concentracdo do EEGc (0,96 mg/mL) foi
capaz de reduzir significativamente a frequéncia basal de tumores epiteliais em D.
melanogaster. Esse efeito sugere que o extrato possa ter potencial antitumoral. No
entanto, possivelmente o seu efeito ndo seria no tratamento de canceres visto que o efeito
quimioterapico, simulado em testes em cultura de células, ja refutou essa hipotese
(CHASSAGNE et al., 2017; PROMRAKSA et al., 2019). Assim, infere-se que o seu
efeito possa correlacionar-se a prevencdo de lesdes de DNA que podem predispor o
individuo ao desenvolvimento do cancer e, por consequéncia, apresentaria também um
efeito na reducdo da ocorréncia dessa doenca.

O céncer pode ser produto de muta¢des sequenciais, geralmente relacionadas a
perda de funcdo dos genes supressores tumorais e/ou a ativagdo de proto-oncogenes
(ENOMOTO et al., 2018). No caso do teste do ETT o marcador wts corresponde a um
supressor tumoral que € letal em homozigose e, portanto, ele € mantido em heterozigose
nos individuos por meio do gene balanceador TM3, Sbl (OLIVEIRA et al., 2017;
VASCONCELOS et al., 2017b; SILVA; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2020). No
entanto, a perda da heterogizose no gene wts em células dos discos imaginais de leva a
formacdo de clones celulares com aspecto de verrugas em todo o corpo da D.
melanogaster. Essas verrugas sao os tumores epiteliais (JUSTICE et al., 1995).

O gene wts tem um gene homologo em humanos que é o LATS1. Esse gene
codifica uma serina/treonina quinase que funciona no aparato mitético e, portanto, esta
envolvido no controle do ciclo celular que quando desregulado favorece o
desenvolvimento do cancer (YU; BACHMAN; LAI, 2015).

Destaca-se ainda que as outras concentracdes do EEGc (1,92 e 3,85 mg/mL),
inclusive a concentracdo que reduziu significativamente a sobrevivéncia larval (7,70
mg/mL) ndo possuem efeito carcinogénico no modelo alternativo ETT em D.
melanogaster. Esse resultado permite inferir seguranca de uso visto que existe

correspondéncia entre os resultados obtidos nos modelos em D. melanogaster e aqueles
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obtidos em mamiferos (EEKEN et al., 2002; NEPOMUCENO, 2015). A correspondéncia
pode ser atribuida devido a conservacao evolutiva de genes supressores de tumor entre
D. melanogaster e mamiferos (EEKEN et al., 2002). Além disso, mais de 50 genes foram
mapeados e caracterizados como genes supressores de tumor em D. melanogaster. Oito
deles tem funcéo no desenvolvimento embrionério da mosca, 12 no desenvolvimento do
cérebro, 19 sdo expressos nas células dos discos imaginais, 25 no desenvolvimento
hematopoiético e 10 nas gonadas adultas (JUSTICE et al., 1995) e dentre esses genes
destaca-se 0 wts (NISHIYAMA, 1999). Destaca-se ainda que as D. melanogaster
possuem sistema enziméatico semelhante ao dos mamiferos (GRAF; VAN SCHAIK,
1992)

Esses fatos impulsionaram para que o estudo fosse continuado. Mas ndo mais no
modelo alternativo de D. melanogaster e sim em um modelo animal que se assemelha
mais aos humanos e 0 modelo escolhido foram os camundongos Swiss.

Os resultados com os camundongos sugerem que o EEGc néo é toxico visto que
ndo foram observados sinais clinicos classicos de intoxicacdo tais como diarreia,
tremores, salivacdo excessiva, convulsdes, hipoatividade, ataxia, letargia, curvatura da
cauda, ericamento de pelos, opacidade dos olhos e de mucosas, e/ou redugédo do consumo
de alimentos e 4gua dentre outros (OECD 425, 2008; CORSO et al., 2019; NUNES et al.,
2023; REZENDE et al., 2023; CORREA et al., 2024). Confirmam esse fato a auséncia
de variaces significativa dos pesos no inicio e no final do experimento. Ja que a reducéo
do peso é compreendida como um importante indicativo de toxicidade (SALUSTRIANO
et al., 2022; NEVES et al., 2023; NUNES et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2023; ORTIZ
et al., 2023; REZENDE et al., 2023; CORREA et al., 2024; NEVES et al., 2024) bem
como variacdes nos pesos absolutos e relativos dos 6rgdos (OLIVEIRA et al., 2018a;
OLIVEIRA et al., 2018b). Além disso, destaca-se que a literatura ja informou que a
toxicidade aguda para 0 EEGc € superior a 2000 mg/kg em ratos Wistar para os dois sexos
(machos e fémeas) (MACORINI et al., 2022). Inclusive esse estudo utilizou 0 mesmo
extrato utilizado em por nos. Destaca-se ainda que esse extrato foi classificado na
Categoria 5, de acordo com o Globally Harmonized System, que é a menos toxica ou ndo
toxica (OECD 425, 2008; MACORINI et al., 2022). J& em relacdo ao extrato aquoso de
G. celosioides verificou que a toxicidade aguda € superior a 4000 mg/kg (SOULEYMAN;
DJAMAN-ALLICO, 2014). Em relacdo a toxicidade subaguda a literatura afirma que as
doses 75, 150 e 300 mg/kg, administradas repetidas vezes ao longo de 28 dias, tem baixo
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potencial toxicolégico em camundongos Swiss machos e fémeas (MACORINI et al.,
2022). Esses resultados suportam os achados desse estudo.

Dados complementar a toxicidade aguda e subaguda, que podem corroborar a
seguranca de uso, sdo os estudos de genotoxicidade. Assim, esse estudo sugere,
pioneiramente, que o EEGc pode causar lesdes de DNA, em nivel genémico (avaliadas
pelo ensaio do cometa), em dose igual ou superior a 2000 mg/kg visto que essa dose
causou um aumento de 5,37 x a frequéncia de danos observados no grupo controle.
Destaca-se ainda que as menores doses apresentaram uma tendéncia de aumento da
frequéncia de lesbes de 3,51 x e 3,88 x para as doses de 100 e 1000 mg/kg,
respectivamente. Esses resultados demonstram uma curva dose resposta, ou seja, com
aumento da dose ocorreu aumento da frequéncia de lesdes genémicas. Em um primeiro
momento, este dado requer atencdo. No entanto, ao se avaliar a frequéncia de lesdo
cromossdmica verificou-se que o EEGc ndo foi genotoxico, ou seja, nenhuma das doses
testadas aumentou a frequéncia de micronucleos. Esses dados sugerem que os danos
gendmicos (avaliados pelo teste do cometa) ndo se fixaram no genoma celular na forma
de danos cromossdémicos (avaliados pelo teste do micronucleo) indicando auséncia de
genotoxicidade. Esse fato foi corroborado pela auséncia de fagocitose esplénica
observada para todos 0s grupos experimentais.

Previamente, nosso grupo de pesquisa ja havia relatado que esse EEGc ndo
causava danos cromossémicos e ndo ativava a fagocitose esplénica em tratamentos com
essas mesmas doses, em até 18 dias consecutivos, em fémeas de camundongos Swiss
prenhes (SALUSTRIANO et al., 2022). Esses fatos refor¢cam a seguranca de uso do EEGc
ja que esse extrato ndo apresentou toxicidade aguda e tem baixo potencial de toxicidade
subaguda (MACORINI et al., 2022), ndo apresentou genotoxicidade em fémeas prenhes
e ndo ativou fagocitose esplénica (SALUSTRIANO et al., 2022) e os danos genémicos,
observados nesse estudo, ndo foram fixados no genoma celular como indicado pelos
nossos resultados do ensaio do micronucleo.

Os danos gendmicos podem ser reparados (FERNANDEZ-BERTOLEZ et al.,
2022) e, portanto, podem ndo se fixar no genoma celular causando menos danos ao
organismo (NAVARRO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; CORREA et al., 2024).
Supde-se que esse fato, j& relatado na literatura, tenha ocorrido também nesse estudo.
Além disso, sabe-se que uma das principais fungdes do baco é promover a filtracdo do
sangue retirando dele células lesionadas, incluindo aquelas com danos no DNA,

micronucleadas, por exemplo; células senescentes; e inclusdes intraeritrocitarias. Assim,
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0 estudo de Hayashi et al. (1990) serviu como base para estudos mais recentes que se
valem dessa metodologia para medir a atividade fagocitica do baco em resposta a acao
genotoxica ou antigenotdxica (NAVARRO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; BERNO
et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2016; ARAUJO et al., 2017; ISHIKAWA et al., 2017;
NAVARRO et al., 2018; ISHIKAWA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018a; OLIVEIRA
etal., 2018b; OLIVEIRA et al., 2019; SALUSTRIANO et al., 2022; NEVES et al., 2023,
OLIVEIRA et al., 2023; REZENDE et al., 2023; CORREIA et al., 2024; NEVES et al.,
2024). Logo, como o baco estd envolvido em processos de imunomodulacdo e a
fagocitose € efetiva no sequestro de células anucleadas ou micronucleadas essa a¢éo pode
mascarar os efeitos genotoxicos de uma substancia ou de um extrato. Assim, a juncéo de
metodologias de genotoxicidade e fagocitose esplénica fortalecem as hipoteses testadas
por fornecer dados mais robustos (CARVALHO et al., 2105) e assim podemos inferir que
0 EEGc realmente ndo é genotoxico.

Um outro dado inédito desse estudo trata-se do efeito antigenotdxico do EEGc.
Até o presente momento, a literatura consultada ndo havia a indicagdo do efeito
quimiopreventivo desse extrato. O EEGc foi capaz de reduzir danos gendmicos
(avaliados pelo cometa) em até 63,23 % sendo a menor dose a mais efetiva (100 mg/kg).
Também foram eficientes em prevenir os danos cromossémicos (avaliados pelo ensaio de
micronudcleo) em até 77,19 % sendo a dose intermediaria, na avaliagdo de 24 h, a mais
eficiente. Para os dados de antigenotoxicidade ndo foi estabelecido o padrédo de dose
resposta.

O efeito antigenotoxico e/ou quimiopreventivo trata-se da capacidade que um
produto possui de reduzir a frequéncia de danos no DNA. Esse efeito pode ser por
desmutagénese quando, em resumo, um composto se liga a outro impedindo o efeito
genotdxico/mutagénico por um processo de adsor¢do, por exemplo; ou por
bioantimutagénese. Nesse outro caso, ap6s um dano ocorrer 0 composto modula as
enzimas do organismo na tentativa de favorecer a corre¢do do dano
genotoxico/mutagénico. Logo, as enzimas atuam como moduladoras do reparo e da
replicacdo (KADA; SHIMOI, 1987; DE FLORA, 1998; OLIVEIRA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2007; MANTOVANI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; FEDEL-
MYASATO et al., 2014a; FEDEL-MYASATO et al., 2014b; DIAB; ABOUL-ELA,
2012; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; ROCHA et al., 2015).

O uso diario de compostos antigenotoxicos podera ser uma boa estratégia de

prevencdo de cancer e ao uso diario dos compostos antigenotoxico da-se o nome de
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quimioprevencdo (GOMES et al., 1996; SURH et al., 1996). A muito tempo a literatura
registra uma associagéo inversamente proporcional entre o consumo de frutas e verduras
e o0 desenvolvimento do céncer (FLAGG; COATES; GREENBERG, 1995;
WEISBURGER, 1999; ZHANG et al., 1999; WEISBURGER, 2000; FERRARI, 2001;
FERRARI; TORRES, 2002) e esse fato fomenta a necessidade de se alimentar
adequadamente usando produtos naturais e antigenotoxicos (AMARAL et al., 2021).

A literatura classica também registra que os principais inibidores naturais da
carcinogénese/genotoxicidade sdo representados pelos antioxidantes que sdo
blogueadores de radicais livres e também pelos indutores de morte celular, inibidores
enzimaticos, inibidores da angiogénese, antagonista de fatores de crescimento, horménios
e reparadores de lesdo de DNA (KLEINER, 1997; KELLOF et al., 1990).

Segundo Salvador et al. (2012) no género Gomphrena foram isolados esterdides,
terpendides, ecdisterdides, flavonoides, aurantiamida e protoalcaldides. Ja& segundo
Vasconcelos et al. (2017a), as partes aéreas de G. celosioides sdo ricas em &cido malico,
acido cafeico, acido ferulico, acido vanilico, catecina, Irisona B, Dimetoxi-flavona e
cafeoil-glicose. Assim, verifica-se a presenca de acidos fenolicos e flavonoides, no género
e na espécie, e esses compostos quimicos que podem atuar como antioxidantes.

Os antioxidantes, de maneira geral, agem na protecdo contra formacdo das
substancias agressoras ao DNA e na interceptacdo de radicais livres (0s quais uma vez
formados iniciam suas atividades de danificacdo do DNA) (KONG; LILLEHEI, 1998;
SANTOS; CRUZ, 2001). Assim, pode-se atribuir o efeito antigenotoxico e/ou
quimiopreventivo do EEGc aos seus constituintes.

Frente ao exposto, considera-se que o EEGc € seguro para uso e tem baixo
potencial genotoxico, visto que os danos genémicos ndo se fixaram na forma de danos
cromossdémicos no genoma celular. Além disso, o EEGc apresentou efeito
quimiopreventivo o que sugere aplicabilidade terapéutica na prevencéo de lesdes de DNA

que pode aumentar a predisposicado ao cancer.
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7 CONCLUSAO

O uso popular de plantas medicinais, guarda grande riqueza de informacées, com
grande potencial medicinal. Estudos que procurem formalizar esse conhecimento, fazem
parte da politica para valorizar e preservar o conhecimento tradicional das comunidades
e povos tradicionais.

O modelo experimental com Drosofilas apresenta grandes vantagens para
avaliacdo inicial de substancias de potencial uso terapéutico. Trata-se de um modelo
simples, de baixo custo e com grandes possibilidades para estimativa do potencial
genotoxicos ou quimioprotetivo.

No modelo com D. melanogaster, ndo apresentou propriedades carcinogénicas,
sendo que na menor concentracdo testada, preveniu de forma estatisticamente
significativa, a ocorréncia basal de tumores epiteliais.

No experimento com camundongos swiss, a seguranca do uso do EEGc ficou
evidente, pois apresentou baixo potencial genotdxico, sem causar danos cromossémicos
no genoma celular.

Além disso, o EEGc apresentou efeito quimiopreventivo o0 que sugere
aplicabilidade terapéutica na prevencdo de lesdes de DNA que pode aumentar a
predisposicdo ao cancer.

O EEGc apresenta grande potencial para uso medicinal, sendo necessarios mais
estudos para avaliar todo seu potencial e para estabelecer as doses terapéuticas em

humanos.
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Abstract

Gomphrena celosioides, popularly known as perpétua, perpétua brava, bachelor’s button and prostate globe
amarahth, is used for the treatment of urinary tract disorders, kidney stones, for skin diseases, infectious diseases,
gastrointestinal and respiratory conditions. Rich in phenolic acids and flavonoids, this plant has therefore a
potential for use in cancer prevention. Given the above, the present research aimed to evaluate the carcinogenic
effect of the ethanolic extract of G. celosioides (EEGc) in an alternative model of Drosophila melanogaster and the
genotoxic and antigenotoxic effects in Swiss mice. The larval survival test and the detection of epithelial tumor
clones were performed in D. melanogaster. The tested EEGc concentrations were 0.96, 1.92, 3.85 and 7.70 mg/mL.
In Swiss mice, the genotoxicity and antigenotoxicity of doses of 100, 1,000 and 2,000 mg/Kg were evaluated. The
results showed that EEGc at a concentration of 7.70 mg/mL reduced (p<0.05) larval survival. However, EEGc was
not carcinogenic, and the lowest concentration (0.96 mg/mL) prevented (p<0.05) the basal occurrence of epithelial
tumors. In mice, EEGc at the highest dose (2,000mg/Kg) increased the frequency of genomic lesions (p<0.05).
Yet, none of the doses caused chromosomal lesions (p>0.05). When associated with cyclophosphamide, EEGc
was antigenotoxic (p<0.05). The percentages of reduction of genomic damage ranged from 33.39 to 63.23% and
of chromosomal damage from 20.00 to 77.19%. In view of the above, it is suggested that EEGc is not carcinogenic,
has an antigenotoxic effect and chemopreventive properties.

Keywords: medicinal plant, Amaranthaceae, comet, micronucleus, splenic phagocytosis.

Resumo

Gomphrena celosioides, conhecida popularmente por perpétua, perpétua brava, bachelor’s button e prostate globe
amarahth, é utilizada na medicina popular para o tratamento de disttrbios do trato urinario e pedra nos rins e para
doencas de pele, infecciosas, gastrointestinais e respiratorias. Essa planta é rica em acidos fenélicos e flavondides e,
portanto, tem potencial para uso na prevencdo de cancer. Frente ao exposto, a presente pesquisa teve por objetivo
avaliar o efeito carcinogénico do extrato etandlico de G. celosioides (EEGc) em modelo alternativo de Drosophila
melanogaster e os efeitos genotoxicos e antigenotoxicos em camundongos Swiss. Em D. melanogaster foi realizado o
teste de sobrevivéncia larval e para a deteccdo de clones de tumores epiteliais. As concentragdes testadas do EEGc
foram de 0,96, 1,92, 3,85 e 7,70 mg/mL. Em camundongos Swiss avaliou-se a genotoxicidade e antigenotoxicidade das
doses de 100, 1.000 e 2.000 mg/Kg. Os resultados demonstraram que o EEGc na concentragao de 7,70 mg/mL reduziu
(p<0,05) a sobrevivéncia larval. No entanto, o EEGc ndo é carcinogénico e a menor concentracdo (0,96 mg/mL)
preveniu (p<0,05) a ocorréncia basal de tumores epiteliais. Nos camundongos o EEGc na maior dose (2.000mg/Kg)
aumentou a frequéncia de lesdes gendmicas (p<0,05). Porém, nenhuma das doses causou lesdes cromossdmicas
(p>0,05). Quando associado a ciclofosfamida o EEGc foi antigenotéxico (p<0,05). As porcentagens de reducdo de
danos gendmicos variaram de 33,39 a 63,23% e de danos cromossdmicos de 20,00 a 77,19%. Frente ao exposto,
sugere-se que o EEGc ndo é carcinogénico, tem efeito antigenot6xico e propriedade quimiopreventiva.

Palavras-chave: planta medicinal, Amaranthaceae, cometa, micronticleo, fagocitose esplénica.
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1. Introduction Anexo

Gomphrena celosioides, in Brazil popularly known as
“perpétua” or “perpétua brava” and in other countries
as “bachelor’s button” and “prostate globe amarahth”
(Myers et al., 2000; Fank-DeCarvalho and Graciano-
Ribeiro, 2005; Vasconcelos et al., 2018), is a weed
little consumed by wild animals (Fank-DeCarvalho
and Graciano-Ribeiro, 2005). However, it is widely
used in popular medicine for the treatment of urinary
tract disorders and kidney stones (Prachi et al., 2009;
Sharma and Vijayvergia, 2011; Vasconcelos et al., 20173;
Vasconcelos et al., 2018), in infectious skin diseases
(Marcorini et al., 2020), gastrointestinal and respiratory
illnesses (Vasconcelos et al., 2017a).

In spite of being little consumed by wild animals (Fank-
DeCarvalho and Graciano-Ribeiro, 2005), its use is described
as safe. According to Souleymane et al. (2014), the median
lethal dose (LD50), in acute toxicity, for aqueous extract of
G. celosioides is greater than 4000mg/Kg. For the ethanolic
extract, itis higher than 2,000mg/kg (Macorini et al., 2022).
In Addition, our group demonstrated that the ethanolic
extract is also safe when administered to pregnant females
and, therefore, did not cause genetic damage and did
not alter reproductive performance and embryo-fetal
development (Salustriano et al., 2022).

This use safety, which includes the absence of genotoxic
damage, is a reliable indication to evaluate chemopreventive
or antigenotoxic effects for G. celosioides. This fact is
further corroborated by the constituents present in the
ethanolic extract, which are phenolic acids and flavonoids
(Vasconcelos et al., 2017a). Chemical compounds classes
that can act as antioxidants, being antioxidants important as
chemoprotectors (Kong and Lillehei, 1998; Santos; Cruz, 2001).

Given the above, the present research aimed to
evaluate the carcinogenic effect of the ethanolic extract of
G. celosioides (EEGc) in an alternative model of Drosophila
melanogaster and the genotoxic and antigenotoxic effects
in Swiss mice.

2. Materials and Methods

2.1. Botanical material and extract preparation

The ethanolic extract of G. celosioides was produced from
aerial parts of the plant according to the method described in
previous publications by our study group (Vasconcelos et al.,
2017a; Salustriano et al., 2022). The EEGc evaluated in
this study was also used by Vasconcelos et al. (2017a) and
Salustriano et al. (2022) and the characteristics of the extract
were, therefore, previously described in the literature.

Nevertheless, the extracts have been tested to confirm
the same composition over the years (Vasconcelos et al.,
2017a). Plant samples were collected in April 2014 in
Paranaiba, Mato Grosso do Sul, Brazil [lat: -19.666667 long:
-51.183333 WGS84], analyzed and cataloged by professor
Dr. Josafa Carlos de Siqueira, at the Pontificia Universidade
Catoélica do Rio de Janeiro (PUC-R]).

Avoucher specimen was archived in the Herbarium of
the Faculty of Philosophy, Sciences and Letters of Ribeirdo
Preto, University of Sdo Paulo (FFCLRP/USP) under number

2/14

SPFR-2962. The species was registered in the National
Registry System for the Management of Genetic Heritage
and Associated Traditional Knowledge (SISGEN) under the
codes AF99A04 and ASEC8O0E.

2.2. Chemical agents

EEGc was solubilized in Tween 80 (1%) and subsequently
diluted with distilled water. The concentrations used in
the test for the detection of epithelial tumor clones by
Epithelial Tumor Test (ETT) in D. melanogaster were 0.96,
1.92, 3.85 and 7.70 mg/mL. These concentrations were
defined in a pilot experiment (data not shown).

The doses used in the study with mice were 100,
1,000 and 2,000mg/kg of body weight (b.w.) by gavage
(orally - p.o.). According to Vasconcelos et al. (2017a),
the dose of 100 mg/kg has a diuretic effect and that is
the reason it was chosen as an effective and therapeutic
dose. The other two doses were based on the study by
Salustriano et al. (2022) and according to this study, the
dose of 1,000mg/Kg is a safe dose (10x higher) than the
effective/therapeutic dose (Brasil, 2020; OECD, 2015) and
the dose of 2,000mg/Kg was established as the limiting dose
according to the acute oral toxicity guidelines (OECD, 2008).

Doxorubicin (Rubidox, Bergamo, Brazil), diluted
in distilled water, was used as a positive control, at a
concentration of 2.17mg/mL (0.4mM) (Vasconcelos et al.,
2017b), for the clone detection test of ETT in D. melanogaster.

Cyclophosphamide (Fosfaseron, [taca Laboratorios, REG.
MS No. 1.2603.0056.002-1; Lot 063020, Brazil), diluted in
distilled water, was used as a positive control, at a dose of
100 mg/kg b.w. intraperitoneally (i.p.), for tests with Swiss
mice (Oliveira et al., 2023; Correa et al., 2024).

2.3. Experiment |

2.3.1. Survival test and detection of epithelial tumor clones
in D. melanogaster

The epithelial tumors were evaluated in an alternative
model of D. melanogaster (fly model).

The mutant lines of D. melanogasters: Multiple Wing Hair
(mwh/mhw) and wts/TM3 were grown alone (Figure 1). Then,
males of the mwh/mhw lineage and virgin females of the wts/
TM3 lineage were selected and crossed (Figure 2; Figure 3).

Laying took place in a suitable laying medium (bottles
containing a solid agar base (3% agar in water) and a layer
of fresh biological yeast and sugar). After 72 + 4 hours,
the flasks were washed with reverse osmosis water and
marked trans-heterozygous (wts+/+mwh) and balanced
heterozygous (TM3, Sb1 +/+ mwh) larvae were obtained
using a sieve.

To assess toxicity, the hatch test was performed (Rand,
2014). To this end, 50 larvae were transferred to glass bottles
containing 1.5 g of instant mashed potato medium (brand
Yoki Alimentos S. A., Sdo Paulo, Brazil), as an alternative
culture medium for Drosophila (Spano et al., 2001),
moistened with 5 mL of different EEGc concentrations
(0.96, 1.92, 3.85 and 7.70 mg/mL).

Tween 80 (1%) was used for the negative control
and Doxorubicin (2.17mg/mL) for the positive control
(Vasconcelos et al., 2017b). At the end of the collection,
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the numbers of live and dead larvae were evaluated and
described as a percentage. For the dose to be used in the
next test, at least 70% of the larvae needed to be alive
(Vasconcelos et al., 2017b).

Figure 1. Females and Males of D. melanogaster Multiple Wing Hair
(mwh/mhw) and wts/Sb' mutant lines.

EEGc of Gomphrena celosioides properties in animal model

A second group of bottles, with the same treatments,
was prepared for the ETT test and the offspring were
awaited to hatch. The descendants carrying the wts+/+mhw
genotype were separated and identified by the presence
of phenotypic wild hair (long and thin). The descendants,
which have short and thick hair, belonging to the balanced
heterozygous progeny (which have the presence of the
balancing gene TM3, Sb1) were discarded since they do
not have the gene under study.

After the metamorphosis process, adult flies were
collected and preserved in bottles containing 70% ethanol.
200 individuals (males and females) of each concentration
were analyzed, with genotype (wts+), which have normal
(long) hair. Short-haired flies (Stubble) were not analyzed, as
they do not have the wts gene. The individuals were analyzed
in a hollow plate containing glycerin (Glycerol C;H,0,) using
brushes and a stereoscopic magnifying glass. The presence
of tumors was counted in each of the segments (eyes, head,
wings, body, legs, dumbbells). In the end, all tumors per
individual were added together (Vasconcelos et al., 2017b).

2.4. Experiment 2

2.4.1. Animals and experimental design

Forty male mice (Mus musculus) of the Swiss lineage
with an average weight of 40g were used. The animals

Chromosome 3

Male

Female

mwh mwh
+ Sh’
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4_______
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-
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Created with BioRender.com

Figure 2. Didactic diagram of the lineage cross between males of the mwh/mhw and virgin females of the wts/Sb'. Chromosome 3 is
represented containing the genotypes mwh/mhw and wts/Sb'. + indicates the wild-type allele.
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Figure 3. Phenotypic appearance of the descendants of males from the mwh/mhw lineage and virgin females from the wts/Sb! lineage.
The offspring (males or females) with the long-hair phenotype (A) will present the mwh/wts genotype and those with the short-hair

phenotype (B) will present the mwh/Sb’ genotye.

underwent an adaptation period of 7 days, placed in mini-
isolators (Alesco® ventilated rack) lined with shavings
from Pinus sp. The animals were fed standard commercial
food (Nuvital®) and filtered water under a free access
system. Lighting was controlled by photoperiod (12h
light/12h dark) and temperature maintained at 22 + 2°C
and humidity at 55 + 10.

The research was carried out in accordance with the
protocols of the Universal Declaration of Animal Rights and
approved by the Ethics Committee on the Use of Animals
(CEUA) of the Federal University of Mato Grosso do Sul
(UFMS) under opinion number 965/2018.

Animals were distributed into 8 experimental groups
(n = 5): Negative Control Group (CN) - the animals
were treated with 0.1mL/10g of body weight (b.w.) of
the EEGc vehicle (Tween 80 - 1%) via oral (v.0.) and
0.1mL/10g p.c. the cyclophosphamide vehicle (distilled
water) intraperitoneally (i.p.); Positive Control Group
(Cyclophosphamide) - the animals were treated
with 0.1mL/10g p.c., p.o.) of the EEGc vehicle (Tween
80 - 1%) and 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c.,
i.p.); Genotoxicity Groups EEGc100, EEGc1,000 and
EEGc2,000 - the animals were treated with 100, 1,000 and
2,000 mg/kg (p.c.; v.0.) of EEGc, respectively + 0.1mL/10g
(p.c..i.p.) of the cyclophosphamide vehicle (distilled water);
Antigenotoxicity Groups EEGc100+Cycle, EEGc1,000+Cycle
and EEGc2,000+Cycle - the animals were treated with 100,
1,000 and 2,000 mg/Kg (p.c.; p.o.) of EEGc, respectively
+100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.) (Figure 4).

2.4.2. Biological tests

Peripheral blood samples were collected through
puncture of the tail vein, 24, 48 and 72 hours after
administration of the test compounds. After 24 hours,
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peripheral blood was analyzed using the comet assay.
At 24,48 and 72 hours, peripheral blood was analyzed using
the micronucleus technique. After these collections, the
animals were euthanized by cervical dislocation followed
by laparotomy for collection, weighing and macroscopic
analysis of the organs (heart, lung, spleen, liver and
kidneys). The spleen was used for evaluation of splenic
phagocytosis after weighing. The biometric parameters
were composed of the initial weight, final weight and
absolute and relative weight of the organs.

2.4.2.1. Comet assay

The comet assay was performed according to Singh et al.
(1988) and evaluated according to Kobayashi (1995). Twenty
microliters of peripheral blood (20pL) were homogenized
in 120pL of LPM agarose (0.5%). The mixture was then
deposited on slides pre-covered with common agarose
(5%). The slides were covered with a glass coverslip and
cooled to 4°C for 20 minutes. Then, after removing the
coverslips, the slides were immersed in a lysis solution
(89.0ml of lysis stock - 2.5M NaCl, 100.0mM EDTA, 10.0mM
Tris, pH 10.0 corrected with solid NaOH; 1.0mL of Triton
X-100 and 10.0mL of DMSO).

Lysis occurred for 1 hour at 4°Cin a dark place. Then,
the slides were placed in the electrophoresis vat and
immersed in a buffer with pH >13.0 (300.0mM NaOH
and 1.0mM EDTA) and DNA denaturation occurred for
a period of 20 minutes at 4°C under the shelter from
the light. Then, electrophoresis was performed at 25.0V
and 300.0mA (1.25v/cm) for 20min. The slides were
neutralized with buffer at pH 7.5 (0.4M Tris-HCl) for
3 cycles of 5 minutes each and left to air dry. Then,
the slides were fixed with absolute ethyl alcohol for
10 minutes.
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Figure 4. Mice experimental groups design: Negative Control Group - 0.1mL/10g body weight (b.w.) of the EEGc vehicle (Tween 80
- 1%) orally (p.o.) and 0.1mL/10g p.c. the cyclophosphamide vehicle (distilled water) intraperitoneally (i.p.); Positive Control Group -
Cyclophosphamide (Cyclo) - 0.1mL/10g of Tween 80 (1%) (p.c., p.0.) and 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.); Genotoxicity Groups
EEGc100, EEGc1,000 and EEG¢2,000 - 100, 1,000 and 2,000 mg/Kg (p.c.; v.0.) of EEGc, respectively + 0.1mL/10g of distilled water (p.c.,
i.p.); Antigenotoxicity Groups EEGc100+Cycle, EEGc1,000+Cycle and EEGc2,000+Cycle - 100, 1,000 and 2,000 mg/Kg (p.c.; p.o.) of EEGc,

respectively + 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.).

They were then stained with 100pL of ethidium bromide
(20x10-3mg/mL). The slides were analyzed under an
epifluorescence microscope (Bioval®) at 40x magnification,
with a 420-490nm excitation filter and a 520nm barrier
filter. 200 cells/animal were analyzed and classified into:
class 0 - undamaged nucleoids that do not have a tail;
class 1 - nucleoids with a tail smaller than the diameter
of the nucleoid; class 2 - nucleoids with tails measuring
between 1 and 2 times the diameter of the nucleoid; class
3 - nucleoids with a tail twice the diameter of the nucleoid
(Kobayashi, 1995). Nucleoids from apoptotic cells, which
are completely fragmented, are generally not counted
(Speit et al., 1996).

2.4.2.2. Micronucleus assay in peripheral blood

Samples of 20ul of peripheral blood were deposited
on a slide previously prepared with 20ul of Acridine
Orange (1.0mg/ml) and covered with a coverslip.
The slides were stored in a -20°C freezer for at least
15 days. 2,000 cells/animal were analyzed under an
epifluorescence microscope (Motic®; Model BA 410),
with a 420-490nm excitation filter and 520nm barrier
filter, at 400x magnification, as described by Hayashi et al.
(1990), modified by Oliveira et al. (2009).
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2.4.2.3. Splenic phagocytosis Assessment

The splenic phagocytosis test was performed by
macerating 1/3 of the spleen in physiological solution
using a Pasteur pipette. After successive aspirations, one
hundred microliters of the cell suspension were placed on
aslide previously stained with Acridine Orange (1 mg/mL).
The slide was then covered with a coverslip and stored in
a freezer for at least 15 days, until further analysis under
a fluorescence microscope with a 420-490nm excitation
filter and 520nm barrier filter, and 400x magnification.
200 cells/animal were analyzed. The assessment of the
presence or absence of phagocytosis was performed as
established by Hayashi et al. (1992) and modified by
Carvalho et al. (2015).

2.5. Damage reduction percentage (RD%) calculation

Damage reduction percentages for the comet and
micronucleus assays were scored according to Manoharan
and Banerjee (1985) and Waters et al. (1990).

RDY% — { Positivecontrolmean — Associatedgroupmean }cl 0 (1)

Positivecontrolmean — Negativecontrolmean
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2.6. Statistical analysis

In order to evaluate the results of the epithelial tumor
test in D. melanogaster, the non-parametric Mann-Whitney
U test was used. In tests with mice, parametric data were
analyzed by ANOVA/Tukey. Data were presented as mean
+standard deviation and the significance level established
was p <0.05.

3. Results

3.1. Experiment I - Survival, estimation of somatic cell
damage and tumor frequency in D. melanogaster

The survival test demonstrated that only the highest
concentration of EEGc (7.70mg/mL) reduced (p<0.05)
the survival rate of D. melanogaster larvae. However,
all concentrations tested showed survival greater than
80% (Figure 5) and, therefore, were maintained for the
subsequent test since the minimum acceptable survival
is 70% (Vasconcelos et al., 2017b).

Em Control
Doxo

B 0.9633 mg/mL
1.926 mg/mL

B 3.853 mg/mL

7.707 mg/mL

100+

954
904
854
801
75- T T T

Figure 5. Survival rate of larvae treated with EEGc at concentrations
of 0.96, 1.92, 3.85 and 7.70 mg/mL. Tween 80 (1%) was used for
the negative control and doxorubicin for the positive control with
the concentration of (2.17mg/mL).

Survival rate (%)

ETT demonstrated that Doxorubicin increased (p<0.05)
the frequency of tumor clones by 19.14x, proving its
carcinogenic effect. The EEGc did not show a carcinogenic
effect (p>0.05). Even the lowest concentration tested
(0.96mg/mL) reduced (p<0.05) the basal frequency of
tumors observed in the negative control (Table 1).

3.2. Experiment Il - Genotoxic and antigenotoxic
evaluation in mice

The evaluation of biometric parameters demonstrated
that the initial weight, final weight and relative and absolute
weight of the heart, lung, liver, kidneys and spleen were
similar (p>0.05) between the different experimental
groups (Figure 6).

Assessment of genomic damage, using the comet assay,
demonstrated that cyclophosphamide was genotoxic
and increased (p<0.05) the frequency of DNA damage by
12.04x. Isolated EEGc was not genotoxic (p>0.05) at the
two lowest doses. However, the highest dose (EEGc2000)
was genotoxic and increased (p<0.05) the frequency
of genomic lesions by 5.37x. The EEGc associated with
cyclophosphamide was antigenotoxic (p<0.05) for all
doses tested and the percentages of damage reduction
were 63.23, 49.91 and 33.39% for doses of 100, 1,000 and
2,000mg /Kg, respectively (Table 2).

The evaluation of chromosomal damage, using the
micronucleus assay, demonstrated that cyclophosphamide
is genotoxic and increased (p<0.05) the frequency of
chromosomal damage by 3.59x, 3.13x and 2.87x at times 24,
48h and 72h. Isolated EEGc was not genotoxic (p>0.05) at
any of the doses and at any of the times analyzed. However,
the three doses were antigenotoxic (p<0.05) at 24 and 48h.
The percentages of damage reduction were 64.42, 77.19 and
52.63%in 24h and 71.43, 63.26 and 40.82% for 48h in doses
0f 100, 1,000 and 2,000mg/Kg, respectively. Within 72 hours,
EEGc was not antigenotoxic (p>0.05) and the percentages
of damage reduction were 20.00, 36.67 and 63.33% for
doses of 100, 1,000 and 2,000mg/Kg, respectively (Table 3).

The splenic phagocytosis assay demonstrated that none
of the treatments (cyclophosphamide alone, EEGc alone
and EEGc associated with cyclophosphamide) induced
phagocytic activation (p>0.05) (Figure 7).

Table 1. Frequency of tumor clones observed in D. melanogaster, heterozygous for the wts tumor suppressor gene, treated with different

concentrations of the EEGc.

Treatment Total Number of tumors
. Frequency

EEGc Flies Eye Head Wing Body Leg Halter Total
NC 200 0 0 6 5 3 0 14 0,07
Doxo 200 0 3 186 21 58 1 269 1.34*
0.96 200 0 0 6 0 0 0 6 0.03*
1.92 200 0 0 7 2 4 0 13 0.06
3.85 200 0 3 5 5 3 0 16 0.08

7.70 200 0 3 8 6 5 0 22 01

Caption: EEGc - Ethanolic extract of G. cellosioides. NC - Negative control - Tween 80 (1%); Doxo - Positive Control - Doxorubicin (2.17mg/mL).
Frequency - Amount of tumors / number of flies analyzed; *Indicates a statistically significant difference in relation to the negative control

group. Statistical test: Mann Whitney (p<0.05).

6/14

Brazilian Journal of Biology, 2024, vol. 84, 283243



=1 Conkrol
A =3 Cytlo
= EEGe 100
50 Em EEGe 1.000
= EE EEGC 2.000
. gm W EEGC 100 + Cyclo
L . EEGE 1.000 + Cyele
404 | B3 EEGE 2.000 + Citlo
B a0
E
=2
2 209
104
Initial welght
5 = Control
= C%\::Iu
_ 20 a1 11 = Eco 1000
= - EEGC
r mm EEGC 100 « Cyclo
o 1.5 W EEGC 1.000 + Gyclo
g B EEGE 2000 + Cyclo
§ 1.0
0.54
0.0
Heart Lung Liver Kidneys Splesn
0067 = Gontrol
N =1 Cytla
0,054 = EEGE 100
Em EEGC 1.000
- . EEGc 2 000
LS mm EEGC 100 + Cytho
= W EEGC 1.000 + Cytio
= E@ EEGE 2.000 + Cytho
= 0034
2
=
g 0o
LR
o000

Heart Lung Liver

Kidneys Splean

Figure 6. Mean values + standard deviation of biometric parameters
of animals treated with EEGc alone or in association with
cyclophosphamide. A - Initial weight and final weight; B - Absolute
weight of the organs; C - Relative weight of the organs. Negative
Control Group (Control) - 0.1mL/10g of body weight (b.w.) of the
EEGc vehicle (Tween 80 - 1%) orally (p.o.) and 0.1mL/10g p.c. the
cyclophosphamide vehicle (distilled water) intraperitoneally (i.p.);
Positive Control Group (Cyclo) - 0.1mL/10g of Tween 80 (1%) (p.c.,
p.o.) and 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c.,i.p.); Genotoxicity
Groups EEGc100, EEGc1,000 and EEGc 2,000 - 100, 1,000 and 2,000
mg/Kg (p.c.; v.0.) of EEGc, respectively + 0.1mL/10g of distilled water
(p.c.,i.p.); Antigenotoxicity Groups EEGc100+Cyclo, EEGc1,000+Cyclo
and EEG¢2,000+Cyclo - 100, 1,000 and 2,000 mg/Kg (p.c.; p.o.) of
EEGc, respectively + 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.).
Statistical test: ANOVA/Tukey. Different letters above the bar
indicate statistically significant differences (p<0.05).

4. Discussion

This study is pioneering in demonstrating that EEGc is not
carcinogenic in D. melanogaster and has a chemopreventive
effect on DNA damage induced by cyclophosphamide in Swiss
mice. Furthermore, G. celosioides has already been described
with low antitumor effect in vitro. The EEGc presented
IC50 above 1,000pg/mLin cells of the KKU-100 (JCRB 1568)
and KKU-213 (JCRB 1557) lineages (Promraksa et al., 2019)
and above 250ug/mL for ethanolic and aqueous extracts
in HepG2 cells (Chassagne et al., 2017). Additionally, the
literature described that EEGc was not genotoxic in pregnant
female Swiss mice (Salustriano et al., 2022).

The present study showed that EEGc has the potential to
significantly reduce the survival of D. melanogaster larvae
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Figure 7. Mean values + standard deviation of the frequency of
cells with phagocytosis in the spleen of animals treated with
EEGc alone or in association with cyclophosphamide. Negative
Control Group (Control) - 0.1mL/10g of body weight (b.w.) of the
EEGc vehicle (Tween 80 - 1%) orally (p.o.) and 0.1mL/10g p.c. the
cyclophosphamide vehicle (distilled water) intraperitoneally (i.p.);
Positive Control Group (Cyclo) - 0.1mL/10g of Tween 80 (1%) (p.c.,
p.o.) and 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c.,i.p.); Genotoxicity
Groups EEGc100, EEGc1,000 and EEGc2,000 - 100, 1,000 and 2,000
mg/Kg (p.c.; v.o.) of EEGc, respectively + 0.1mL/10g of distilled water
(p.c.,i.p.); Antigenotoxicity Groups EEGc100+Cyclo, EEGc1,000+Cyclo
and EEGc2000+Cyclo - 100, 1,000 and 2,000 mg/Kg (p.c.; p.o.) of
EEGc, respectively + 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.).
Statistical test: ANOVA/Tukey. Different letters indicate statistically
significant differences (p<0.05). Statistical test: ANOVA/Tukey.
Different letters above the bar indicate statistically significant
differences (p<0.05).

at concentrations equal to or greater than 7.70 mg/mL.
However, all doses evaluated in the survival test were used
for the ETT because larval survival was greater than 70%
and this indicated that the concentrations tested did not
affect larval development to the point of compromising the
development of subsequent tests. The literature describes
that survival of at least 70% of larvae is ideal for choosing
doses that can be used in the ETT. Therefore, a mortality
rate above 30% can compromise subsequent tests by not
reaching the minimum number of adult individuals required
for analyzes (Demir et al., 2013; Orsolin et al., 2015).

At ETT, it was observed that the lowest concentration
of EEGc (0.96mg/mL) was able to significantly reduce the
basal frequency of epithelial tumors in D. melanogaster.
This effect suggests that the extract may have antitumor
potential. However, its effect would possibly not be in
the treatment of cancer since the chemotherapy effect,
simulated in culture tests with cholangiocarcinoma cell
lines (KKU-100 and KKU-213), has already refuted this
hypothesis (Chassagne et al., 2017; Promraksa et al., 2019).
Thus, it is inferred that its effect may be correlated with
the prevention of DNA lesions that can predispose the
individual to the development of cancer and, consequently,
it would also have an effect on reducing the occurrence
of this disease.

It is also noteworthy that the other EEGc concentrations
(1.92 and 3.85mg/mL), including the concentration that
significantly reduced larval survival (7.70mg/mL) do not
have a carcinogenic effect in the alternative ETT model in D.
melanogaster. This result allows us to infer safety of use since
there is correspondence between the results obtained in the
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Table 2. Mean values * standard deviation of the frequency of cells with DNA damage, distribution of cells by damage classes, score
and percentage of DNA damage reduction in animals treated with the EEGc alone or in combination with cyclophosphamide (Cyclo).

Experimental Cells with Classes Score %RD
Groups DNA damage 0 1 2 3
Control 10.20£2.032 189.80+2.03 10.20£2.03 0.00£0.00  0.00+0.00 10.20£2.03?
Cyclo 122.8048.31¢ 76.20+9.24 112.80+8.01 10£1.58 0.00+0.00  132.80+8.88¢
Genotoxicity
EEGc 100 35.80+3.63° 164.20+3.62 35.8043.62 0.00£0.00  0.00£0.00  35.80+3.62%"
EEGc 1,000 39.60+5.84%° 160.40+5.84 39.60+5.84 0.00+0.00  0.00+0.00  39.60+5.84%*"
EEGc 2,000 54.80+6.96"¢ 145.20+6.96 54.80+6.96 0.00£0.00  0.00£0.00  54.80+6.96"¢
Antigenotoxicity

EEGc 100 + Cyclo 51.60£12.63b¢ 148.80+12.41 50.80£12.18 0.40+0.24  0.00£0.00  51.60+12.63b¢ 63.23%

EEGc 1,000 + Cyclo 66.60+9.82b< 133.40+9.82 66.60+9.82 0.00+0.00  0.00+0.00  66.60+9.82°¢ 49.91%

EEGc 2,000 + Cyclo 85.20+3.37¢ 112.80+4.49 84.60+2.98 0.60+0.40  0.00+0.00 85.8043.76¢ 33.39%

Legend: Negative Control Group (Control) - 0.1mL/10g body weight (b.w.) of the EEGc vehicle (Tween 80 - 1%) orally (p.o.) and 0.1mL/10g
p.c. the cyclophosphamide vehicle (distilled water) intraperitoneally (i.p.); Positive Control Group (Cyclo) - 0.1mL/10g of Tween 80 (1%) (p.c.,
p.o.) and 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.); Genotoxicity Groups EEGc100, EEGc1,000 and EEGc2,000 - 100, 1,000 and 2,000 mg/
Kg (p.c.; v.0.) of EEGc, respectively + 0.1mL/10g of distilled water (p.c., i.p.); Antigenotoxicity Groups EEGc100+Cyclo, EEGc1,000+Cyclo and
EEGc2,000+Cyclo - 100, 1,000 and 2,000 mg/Kg (p.c.; p.o.) of EEGc, respectively + 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.). Statistical test:
ANOVA/Tukey. Different letters indicate statistically significant differences (p<0.05). %RD - Percentage of DNA Damage Reduction. Statistical
test: ANOVA/Tukey. Different letters indicate statistically significant differences (p<0.05).

Table 3. Mean values * standard deviation of the frequency of micronuclei and percentage of reduction in DNA damage in animals
treated with the EEGc alone or associated with cyclophosphamide (Cyclo).

Micronuclei Frequency %DR
Experimental Groups
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Control 4.40+0.75*> 4.60+1.03*> 3.2040.372>
Cyclo 15.80+0.66¢ 14.40+0.93¢ 9.20+1.16°
Genotoxicidade
EEGc 100 2.80+0.66° 6.40£0.812b¢ 2.80+0.37°
EEGc 1,000 4.80+0.92*» 4.00+1.30%*" 4.40+0.75%b¢
EEGc 2,000 4.40%1.03%° 3.60+0.812 7.20£1.323b¢
Antigenotoxicidade
EEGc 100 + Cyclo 8.00+0.89°¢ 7.40£0.932b< 8.00+2.07"¢ 68.42% 71.43% 20.00%
EEGc 1,000 + Cyclo 7.00£1.672b< 8.20+1.07b¢ 7.00+0.842b< 7719% 63.26% 36.67%
EEGc 2,000 + Cyclo 9.80+0.86¢ 10.40+1.03¢¢ 5.40£0.512b¢ 52.63% 40.82% 63.33%

Legend: Control Group (Control) - 0.1mL/10g body weight (b.w.) of the EEGc vehicle (Tween 80 - 1%) orally (p.o.) and 0.1mL/10g p.c. the
cyclophosphamide vehicle (distilled water) intraperitoneally (i.p.); Positive Control Group (Cyclo) - 0.1mL/10g of Tween 80 (1%) (p.c., p.o.) and
100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.); Genotoxicity Groups EEGc100, EEGc1,000 and EEG¢2,000 - 100, 1,000 and 2,000 mg/Kg (p.c.; v.0.)
of EEGc, respectively + 0.1mL/10g of distilled water (p.c., i.p.); Antigenotoxicity Groups EEGc100+Cyclo, EEGc1,000+Cyclo and EEGc2,000+Cyclo
- 100, 1,000 and 2,000 mg/Kg (p.c.; p.o.) of EEGc, respectively + 100mg/Kg of Cyclophosphamide (p.c., i.p.). Statistical test: ANOVA/Tukey.
Different letters indicate statistically significant differences (p<0.05). %RD - Percentage of DNA Damage Reduction. Statistical test: ANOVA/
Tukey. Different letters indicate statistically significant differences (p<0.05).

models in D. melanogaster and those obtained in mammals
(Eekenetal.,, 2002; Nepomuceno, 2015). The correspondence
may be attributed due to the evolutionary conservation
of tumor suppressor genes between D. melanogaster and
mammals (Eeken et al., 2002). Furthermore, more than
50 genes have been mapped and characterized as tumor
suppressor genes in D. melanogaster. Eight of them have
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a function in the embryonic development of the fly, 12 in
brain development, 19 are expressed in cells of the imaginal
discs, 25 in hematopoietic development and 10 in adult
gonads (Justice et al., 1995) and among these genes, the
most important wts (Nishiyama et al., 1999). It is also
noteworthy that D. melanogaster has an enzyme system
similar to that of mammals (Graf and Van Schaik, 1992).
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These facts impelled the study to be continued. But no
longer in the alternative model of D. melanogaster but in
an animal model that more closely resembles humans
and the model chosen was Swiss mice. The results with
mice suggest that EEGc is not toxic since classic clinical
signs of intoxication were not observed such as diarrhea,
tremors, excessive salivation, convulsions, hypoactivity,
ataxia, lethargy, tail curvature, hair standing on end, opacity
of the eyes and mucous membranes, and/or reduction in
food and water consumption, among others (OECD, 2008;
Corsoetal.,2019; Nunes et al., 2023; Rezende et al., 2023;
Correa etal., 2024). This fact is confirmed by the absence of
significant variations in weights at the beginning and end
of the experiment. Since weight reduction is understood
as an important indicator of toxicity (Upadhyay et al.,
2019; Salustriano et al., 2022; Neves et al., 2023, 2024;
Nunes et al., 2023; Oliveira et al., 2023; Ortiz et al.,
2023; Rezende et al., 2023; Correa et al., 2024) as well as
variations in the absolute and relative weights of organs
(Oliveira et al., 2018a; Oliveira et al., 2018b).

Besides, it is noteworthy that the literature has already
reported that acute toxicity for EEGc is greater than
2,000mg/Kg in Wistar rats for both sexes (males and
females) (Macorini et al., 2022). This study even used
the same extract used by us. It is also remarkable that
this extract was classified in Category 5, according to the
Globally Harmonized System, which is the least toxic or
non-toxic (OECD, 2008; Macorini et al., 2022). In relation
to the aqueous extract of G. celosioides, it was found that
the acute toxicity is greater than 4000 mg/kg (Konan et al.,
2014). Regarding subacute toxicity, the literature states
that doses 75, 150 and 300mg/Kg, administered repeatedly
over 28 days, have low toxicological potential in male and
female Swiss mice (Macorini et al., 2022). These results
support the findings of this study.

Complementary data to acute and subacute toxicity,
which can corroborate the safety of use, are genotoxicity
studies. Thus, this study suggests, in a pioneering way,
that EEGc can cause DNA lesions, at the genomic level
(assessed by the comet assay), at a dose equal to or greater
than 2,000mg/Kg since this dose caused a 5.37x increase
in frequency of damage observed in the control group. It is
also noteworthy that the lowest doses showed a tendency
to increase the frequency of injuries by 3.51x and 3.88x
for doses of 100 and 1,000mg/Kg, respectively.

These results reveal a dose response curve, when an
increase in dose generates an increase in the frequency
of genomic lesions. At first, this data requires attention.
However, when evaluating the frequency of chromosomal
damage, it was found that EEGc was not genotoxic, that
is, none of the doses tested increased the frequency of
micronuclei. These data suggest that genomic damage
(assessed by the comet test) was not fixed in the cellular
genome in the form of chromosomal damage (assessed
by the micronucleus test) indicating the absence of
genotoxicity. This fact was corroborated by the absence of
splenic phagocytosis observed for all experimental groups.

Previously, our research group had already reported
that this EEGc did not cause chromosomal damage and
did not activate splenic phagocytosis in treatments with
these same doses, for up to 18 consecutive days, in pregnant
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female Swiss mice (Salustriano et al., 2022). These facts
reinforce the safety of using EEGc as this extract did
not present acute toxicity and has a low potential for
subacute toxicity (Macorini et al., 2022), did not present
genotoxicity in pregnant females and did not activate
splenic phagocytosis (Salustriano et al., 2022) and the
genomic damage observed in this study was not fixed
in the cellular genome as indicated by our micronucleus
assay results.

Genomic damage can be repaired (Ferndndez-
Bertdlez et al., 2022) and, therefore, may not be fixed in
the cellular genome, causing less damage to the organism
(Navarro et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Correa et al.,
2024). It is assumed that this fact, already reported in
the literature, also occurred in this study. Furthermore,
it is known that one of the main functions of the spleen
is to promote blood filtration by removing damaged cells
from it, including those with DNA damage, micronucleated
cells, for example; senescent cells; and intraerythrocytic
inclusions.

Thus, the study by Hayashi et al. (1990) served as the
basis for more recent researches that use this methodology
to measure the phagocytic activity of the spleen in response
to genotoxic or antigenotoxic action (Navarro et al. 2014;
Oliveira etal., 2015, 20184, b, 2019, 2023; Berno et al., 2016;
Schneider et al., 2016; Araujo et al., 2017; Ishikawa et al.,
2017; Navarro et al., 2018; Ishikawa et al., 2018;
Salustriano et al., 2022; Neves et al., 2023; Rezende et al.,
2023; Correa et al., 2024; Neves et al., 2024). Therefore, as
the spleen is involved in immunomodulation processes
and phagocytosis is effective in sequestering anucleated or
micronucleated cells, this action can mask the genotoxic
effects of a substance or extract. Thus, the combination
of genotoxicity and splenic phagocytosis methodologies
strengthens the hypotheses tested by providing more
robust data (Carvalho et al. 2015) and thus we can infer
that EEGc is not genotoxic.

Another unprecedented finding from this study is the
antigenotoxic effect of EEGc. Until now, the literature
consulted did not indicate the chemopreventive effect
of this extract. EEGc was able to reduce genomic damage
(assessed by the comet) by up to 63.23%, with the lowest
dose being the most effective (100mg/Kg). They were also
efficient in preventing chromosomal damage (assessed
by the micronucleus assay) by up to 77.19%, with the
intermediate dose, in the 24-hour assessment, being the
most efficient. For the antigenotoxicity data, the dose
response pattern was not established.

The antigenotoxic and/or chemopreventive effect is
the ability of a product to reduce the frequency of DNA
damage. This effect can be due to desmutagenesis when,
in short, one compound binds to another, preventing the
genotoxic/mutagenic effect through an adsorption process,
for example; or by bioantimutagenesis. In this other case,
after damage occurs, the compound modulates the body’s
enzymes in an attempt to favor the correction of the
genotoxic/mutagenic damage. Therefore, enzymes act as
modulators of repair and replication (Kada and Shimoi,
1987; De Flora, 1998; Oliveira et al., 2006, 2007, 2009,
2013, 2014; Mantovani et al., 2008; Fedel-Miyasato et al.,
2014a, b; Diab and Aboul-Ela, 2012; Rocha et al., 2016).
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The daily use of antigenotoxic compounds could be a good
cancer prevention strategy and the daily use of antigenotoxic
compounds is called chemoprevention (Gomes et al.,
1996; Surh et al., 1996; ALageel, 2024; Mughal et al., 2024;
Dyshlyuk et al.,2024). For a long time, the literature has
recorded an inversely proportional association between the
consumption of fruits and vegetables and the development
of cancer (Flagg et al., 1995; Weisburger, 1999, 2000;
Zhang et al., 1999; Ferrari, 2001; Ferrari and Torres, 2002)
and this fact encourages the need to eat adequately using
natural and antigenotoxic products (Amaral et al., 2021).

Classical literature also records that the main natural
inhibitors of carcinogenesis/genotoxicity are represented by
antioxidants that are free radical blockers and also by cell
death inducers, enzyme inhibitors, angiogenesis inhibitors,
growth factor antagonists, hormones and injury repairers.
of DNA (Kleiner, 1997; Kellof et al., 1999)

According to Salvador et al. (2012) in the genus
Gomphrena, steroids, terpenoids, ecdysteroids, flavonoids,
aurantiamide and protoalkaloids were isolated. According
to Vasconcelos et al. (2017a), the aerial parts of G. celosioides
are rich in malic acid, caffeic acid, ferulic acid, vanillic acid,
catecin, Irisone B, Dimethoxy-flavone and caffeoyl-glucose.
Thus, the presence of phenolic acids and flavonoids is
verified, in the genus and species, and these chemical
compounds can act as antioxidants.

Antioxidants, in general, act to protect against the
formation of DNA-damaging substances and to intercept free
radicals (which, once formed, begin their DNA-damaging
activities) (Kong; Lillehei, 1998; Santos; Cruz, 2001; ALaqeel,
2024). Thus, the antigenotoxic and/or chemopreventive
effect of EEGc can be attributed to its constituents.

In light of the above, it is considered that EEGc is safe
to use and has a low genotoxic potential, as genomic
damage is not fixed in the form of chromosomal damage
in the cellular genome. Furthermore, EEGc showed a
chemopreventive effect, which suggests therapeutic
applicability in the prevention of DNA lesions that can
increase the predisposition to cancer.
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