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RESUMO

Os extratos metandlicos dos capitulos de quatro espécies, pertencentes a familia
Eriocaulaceae, Syngonanthus dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S.
suberosus (Ss), suas substancias isoladas, 1 (luteolina), 2 (1,5,7-trihidroxi-3,6-
dimetoxixantona), 3 (1,3,6,8-tetrahidroxi-2,5-dimetoxixantona), 4 (1,3,6,8-tetrahidroxi-5-
metoxixantona), 5 (7-metoxiluteolina-8-c-/-glicopiranosideo), 6 (7-metoxiluteolina-6-c-/f-
glicopiranosideo), 7 (7,3 -dimetoxiluteolina-6-c-S-glicopiranosideo), 8 (6-hidroxiluteolina) e
a mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-triidroxi-2,5-dimetoxixantona)
foram avaliados quanto ao seu potencial em causar mutacfes e também de prevenir o
acontecimento dessas, através do teste de Ames e verificou-se que todos os extratos e suas
substancias isoladas ndo foram considerados mutagénicos sob as condigdes testadas, e que 0s
mesmos apresentaram um efeito antimutagénico de forte a moderado contra a aflatoxina B;
(AFBy), o benzo[a]pireno (BaP), o 4-nitro-o-fenilenodiamino (NPD), a mitomicina C (MMC)
e a azida sodica (AS); quanto ao potencial em causar danos no DNA e de prevenir e/ou
reparar 0s danos causados por agentes genotoxicos por meio do ensaio Cometa, que
identificou os extratos Sd, Sn e Ss e as flavonas 1 e 5 como causadores de dano significativo
no DNA das células HepG2, apo6s 4 horas de tratamento, dano esse que foi reparado pelas
células, visto que nenhum efeito genotoxico foi observado apds 24 horas. E ainda Sm, Sn e Ss
e todas as isoladas, exceto 8, foram capazes de inibir os danos causados pelo agente
genotoxico MMS no DNA,; quanto ao seu potencial citotoxico frente as células cancerosas
HepG2 e MCF-7/BUS, que identificou que todos os extratos, exceto Sm, e todas as
substancias isoladas foram capazes de induzir morte das células HepG2 significativamente,
com a maioria das amostras alcancando 50% de morte celular. J& na linhagem MCF-7/BUS,
apos 24 horas de tratamento, foram encontrados valores menores que 50% de morte celular,
demonstrando a maior resisténcia dessas células; e quanto ao seu potencial estrogénico,
através de duas metodologias, 0 RYA e o E-screen, cujos resultados apontam para o carater
estrogénico de Sn, provavelmente devido a presenca em sua composi¢do das xantonas 4 e A,
da mistura M, as quais apresentaram maior potencial estrogénico dentre as isoladas. E como
os melhores resultados foram encontrados para a mistura M, essa foi avaliada quanto ao seu
efeito modulador na expressdo de 84 genes relacionados ao cancer de mama, através da
metodologia do PCR Array, que identificou alteracdes significativas na expresséo de 29 genes
(sendo 24 destes mais expressos e 5 menos expressos), em comparagdo ao controle. A maioria
dos genes alterados esta relacionada com susceptibilidade a apoptose, favorecimento ou
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inibicdo de metastases, com a regulacdo dos hormdnios sexuais e susceptibilidade aos danos
no DNA. Portanto, este estudo revelou uma excelente capacidade, dos extratos e suas
substancias isoladas, em proteger o DNA contra mutagfes e danos; um bom potencial
estrogénico dos mesmos, sendo as xantonas isoladas de Sn apontadas como possiveis

substituintes da terapia hormonal e, ainda, um bom potencial antitumoral da mistura M.

Palavras-chave: Antimutagenicidade, Antigenotoxicidade, Estrogenicidade, Atividade

Antitumoral, Eriocaulaceae, Syngonanthus.
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ABSTRACT

The methanol extracts of capitula of four species belonging to the Eriocaulaceae family,
Syngonanthus dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) and S. suberosus (Ss), its
isolated compounds 1 (luteolin), 2 (1,5,7-trihydroxy-3,6-dimethoxyxanthone), 3 (1,3,6,8-
tetrahydroxy-2,5-dimethoxyxanthone), 4 (1,3,6,8-tetrahydroxy-5-methoxyxanthone), 5 (7-
methoxyluteolin-8-C- f-glucopyranoside), 6 (7-methoxyluteolin-6-C-f-glucopyranoside), 7
(7,3'-dimethoxyluteolin-6-C-S-glucopyranoside), 8 (6-hydroxyluteolin) and the mixture M
(A-1,3,6-trihydroxy-2-methoxyxanthone and B-1,3,6-trihydroxy-2,5-dimethoxyxanthone)
were evaluated for their potential to cause mutations and also to prevent the occurrence of
them, using the Ames test, and it was found that all extracts and their isolated compounds
were not considered mutagenic under the test conditions, and they also showed a strong to
moderate antimutagenic effect against aflatoxin B1 (AFB1), benzo[a]pyrene (BaP), 4-nitro-o-
phenilenodiamine (NPD), mitomycin C (MMC) and sodium azide (SA). They were also
evaluated for the potential to cause DNA damage and to prevent and/or repair the damage
caused by genotoxic agents, using the Comet assay, which identified the extracts Sd, Sn, Ss
and the flavones 1 and 5 as causing significant DNA damage, after 4 hours of treatment. Such
damage has been repaired by the cells, since no genotoxic effect was observed after 24 hours.
Also Sm, Sn, Ss and all isolated compounds, except 8, were able to inhibit the damage caused
by the genotoxic agent MMS. They were evaluated for their potential to cause cancer cells
(HepG2 and MCF-7/BUS) death, and we found that all extracts, except Sm, and all the
compounds were able to induce significant death of HepG2 cells, with most of the samples
reaching 50% cell death. In MCF-7/BUS cells, after 24 hours of treatment, values were lower
than 50% cell death, demonstrating the greater resistance of these cells. And evaluated for
their estrogenic potential using two methodologies, the RYA and the E-screen assay, which
results pointed to the estrogenic character of Sn, probably due to the presence of xanthones 4
and A, of the mixture M, in its composition, which showed higher estrogenic potential among
isolated. And since the best results were found for the mixture M, this was assessed for its
effect in modulating the expression of 84 genes related to breast cancer, using the PCR Array
that identified significant changes in the expression of 29 genes (24 of these were down-
regulated and 5 up-regulated) in comparison to the control. Most altered genes are related to
susceptibility to apoptosis, inhibition of metastasis, regulation of sex hormones and
susceptibility to DNA damage. Therefore, this study showed an excellent capacity of extracts

and isolated compounds to protect DNA against damage and mutations, a good estrogenic
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potential of them, being xanthones isolated Sn identified as possible substituents of hormone

therapy and a good antitumor potential of the mixture M.

Keywords: Estrogenicity, Antimutagenicity, Antigenotoxicity, Antitumoral Activity,
Eriocaulaceae, Syngonanthus.
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1 - luteolina

2 - 1,5,7-trihidroxi-3,6-dimetoxixantona
2-AMA - 2-aminoantraceno

2-AMF - 2-aminofluoreno

2-OHE; - estrogeno catecol 2-hidroxiestradiol
3 - 1,3,6,8-tetrahidroxi-2,5-dimetoxixantona
4 - 1,3,6,8-tetrahidroxi-5-metoxixantona
4-OHE; . estrogeno catecol 4-hidroxiestradiol
5 - 7-metoxiluteolina-8-c-#-glicopiranosideo
6 - 7-metoxiluteolina-6-c-#-glicopiranosideo
7 - 7,3 -dimetoxiluteolina-6-c- -glicopiranosideo
8 - 6-hidroxiluteolina
A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona

a.C. — Antes de Cristo

AFB: - aflatoxina B1

ANOVA —analise de variancia

AS - azida sodica

ATV - tripsina/ versene
B-1,3,6-triidroxi-2,5-dimetoxixantona

BaP - benzo[a]pireno

CASB - casearina B

cDNA - DNA complementar

Ct —ciclo threshold

DMEM - Dulbecco’ s modification of Eagle’s médium

LISTA DE ABREVIATURAS

DMEM/—H - meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino livre de hormdnios

DMSO —dimetilsufoxido

DNA - Acido desoxirribonucleico
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DP - Desvio Padrdo

DXR —doxorrubicina
E, - Horménio 17p- estradiol

ECso - concentragéo efetiva mediana
EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-acético (Ethylenediamine tetraacetic acid)
EEQ - Estradiol-equivalente

EMT - transicdo epitelial-mesenquimal (epithelial-mesenchymal transition)

EP — efeito proliferativo

EPR - efeito proliferativo relativo
ESI-MS" - Espectroscopia de Massas
Ex-DCM —extrato diclorometano
Ex-Hex - extrato hexanico
Ex-MeOH - extrato metanolico

FCFRP/USP — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/ Universidade de Sdo
Paulo

HepG2 — Células de hepatocarcinoma
HK —hinoquinina

HPLC-DAD - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de arranjos de
diodo (High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector)

HPLC-UV — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, operando na luz ultravioleta. (High-
Performance Liquid Chromatography)

HSCCC - cromatografia de contra-corrente de alta velocidade (High-Speed Counter-Current
Chromatography)

1% - indice de inibicao

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
IQ - 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]quinolina

M —mistura M

MCF-7 ou MCF-7/BUS — Células de carcinoma mamario

MeOH — metanol

MMC — mitomicina C

MMS — metilmetanossulfonato
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MuGal - 4-metilumbeliferona--D-galactopiranosideo

N-OH-IQ - derivado nitro-hidroxilado do composto 1Q

NPD - 4-nitro-o-fenilenodiamino

PBS - Phosphate Buffered Saline

PCR — Polymerase Chain Reaction

PhIP - 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-/]-piridina

PTFE - Membrana em Politetrafluoretileno

RNA —4cido ribonucleico

RE — Receptor de Estrogeno

RE« - Receptor a-estrogénico

RE/ - Receptor f-estrogénico

RM —razao de mutagenicidade

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

RT-qPCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real quantitativa
RYA — Ensaio com leveduras recombinantes (Recombinant Yeast Assay)
S9 —fragdo microssomal de figado de ratos tratados com Aroclor 1254
Sd — Extrato metandlico dos capitulos de Syngonanthus dealbatus

Sm — Extrato metandlico dos capitulos de Syngonanthus macrolepsis
Sn — Extrato metanolico dos capitulos de Syngonanthus nitens.

Ss — Extrato metandlico dos capitulos de Syngonanthus suberosus
T47-D- linhagem de células de carcinoma ductal mamario

TA97a, TA98, TA100, TA102 — cepas de Salmonella typhimurium
TFA —acido trifluoracético

TM - Tail Moment

UNESP — Universidade Estadual Paulista
USA — Estados Unidos da América (United States of America)

Y-PER —tampéo de lise
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Atividade mutagénica expressa pelo numero medio de
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(RM) dos extratos metandlicos de Syngonanthus dealbatus (S.),
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dimetoxixantona), e seus respectivos controles.

Média da porcentagem de morte celular + desvio padrdo (DP)
encontrados na linhagem celular MCF-7/BUS apds o tratamento
de 144 horas (6 dias) com diferentes concentracdes dos extratos
metanolicos dos capitulos de Sd, Sm, Sn e Ss, bem como de suas
oito substéncias isoladas 1 a 8, e da mistura M (A-1,3,6-
trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-
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dimetoxixantona), e seus respectivos controles.

Valores de ICsy encontrados na linhagem HepG2 apds o
tratamento com diferentes concentracbes dos extratos
metanolicos dos capitulos de Sd, Sm, Sn e Ss, bem como de suas
oito substéncias isoladas 1 a 8, e da sua mistura M (A-1,3,6-

trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-
dimetoxixantona), e seu controle positivo (doxorrubicina —
DXR).

Valores de ICsy encontrados na linhagem celular MCF-7/BUS
ap6és o tratamento, de 24 e 144 horas, com diferentes
concentragOes dos extratos metandlicos dos capitulos de Sd, Sm,
Sn e Ss, bem como de suas oito substancias isoladas 1 a 8, e da
sua mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-
trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), e seu controle positivo
(doxorrubicina — DXR).

Atividade estrogénica, expressa atraves da média das Unidades
de Fluorescéncia + Desvio Padrdo (DP) de cada diluicdo testada
através do teste RYA, dos extratos metandlicos dos extratos de S.
dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S. suberosus
(Ss), de suas oito substancias isoladas (1 a 8) e de sua mistura M
(A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-
dimetoxixantona), além dos controles negativo e positivo.
Atividade estrogénica expressa pela media e desvio padrdo (DP)
das absorbancias obtidas por cada concentracdo testada dos
extratos (Sd, Sm, Sn e Ss), das substancias isoladas (1 a 8) e da
mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-
trihidroxi-2,5-dimetoxixantona); pelo seu efeito proliferativo
(EP) e pelo seu efeito proliferativo relativo (EPR), avaliados pelo
ensaio E-screen.

Quantidade e pureza das amostras de RNA obtidas das células
MCF-7/BUS tratadas (teste 1-3) e ndo tratadas (controles 1-3)
com a mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-
trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), obtida dos capitulos de S.
nitens.

Genes que tiveram a sua expressdo modificada no ensaio do PCR
Array. Média do aumento (italico) ou diminuicdo (negrito) na
expressdo de diferentes genes em células MCF-7/BUS apds
tratamento de 24 horas com a mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-
metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona).
Valores de Cts obtidos para cada controle enddégeno em todos 0s
PCR Array dos controles e testes.
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106

108

108

109

109

110

21



1. INTRODUCAO

1.1. Produtos Naturais

As plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente para o tratamento de varias
enfermidades. Sua aplicacdo € vasta e abrange desde o combate ao cancer (CALIXTO, 2000;
SILVA et al., 2004; VIEGAS-JR et al., 2006) até microrganismos patogénicos (KUREPINA
etal., 2013; KHALED et al., 2013).

Pode-se considerar como planta medicinal aquela planta administrada sob qualquer
forma e por alguma via ao homem, exercendo algum tipo de acdo farmacologica. As plantas
podem ser classificadas de acordo com sua ordem de importancia, iniciando-se pelas plantas
empregadas diretamente na terapéutica, seguidas daquelas que constituem matéria-prima para
manipulacdo e, por Gltimo, as empregadas na inddstria para obtencdo de principios ativos ou
como precursores em semi-sintese (FOGLIO et al., 2006).

No Brasil, a utilizacdo popular dos produtos naturais obtidos de plantas sempre foi
bastante frequente, por ser um dos paises de maior biodiversidade do planeta que, aliada a
uma rica diversidade étnica e cultural, detém um valioso conhecimento tradicional sobre 0 uso
de plantas medicinais. Além disso, apresenta potencial necessario para desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (BRASIL, 2006).

Esses produtos naturais, com fins terapéuticos ou usados em rituais religiosos, provém
de diferentes origens e culturas tradicionais, principalmente de indios brasileiros e seitas afro-
brasileiras, e da cultura e tradicdo africana e europeia. O uso e 0 comércio destes recursos,
como em outros paises, foram estimulados pelas necessidades de uma crescente populacéo
que demandava cada vez mais plantas medicinais para o cuidado de sua salde e para seus
cultos e tradices religiosas; pela facilidade de acesso devido aos custos elevados da medicina
ocidental, aos efeitos colaterais provocados pelos farmacos sintéticos; além do crescente

interesse nacional e internacional pelo potencial terapéutico e econdmico que representam e
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da demanda de novos produtos pela industria farmacéutica (BRASIL, 2006; CARRARA,

1995; SIMOES et al., 1998).

Como emprego medicinal poder-se-ia citar centenas de exemplos, porém alguns séo
classicos como € o caso da Papaver somniferum L. (Papaveraceae), vulgarmente conhecida
por papoula, planta usada para a extracdo do 0pio, cujo componente majoritario € a morfina -
isolada por Setlrner -, principio ativo empregado para combater a dor desde 1803-04. Passado
mais de um século isolou-se desta mesma planta a codeina (Robiquet) e mais tarde a
papaverina (Merck). Indicios arqueoldgicos indicam seu uso ha 4000 anos a.C. Outro
exemplo marcante é o da Digitalis purpurea L. e a Digitalis lanata Ehr., plantas que foram a
origem da descoberta de medicamentos para o coracdo. Delas extraem-se glicosideos
cardiotonicos chamados cardenolideos, sendo os mais utilizados a digitoxina e a digoxina.
Estas plantas também tém uma longa historia, pois egipcios e romanos ja faziam uso delas
pelas propriedades diuréticas e toxicas. Foi durante a antiguidade Egipcia, Grega e Romana
que se acumularam conhecimentos empiricos transmitidos, principalmente pelos arabes, aos
herdeiros destas civilizagOes. Isto prova que, desde as mais antigas civilizagdes, as plantas sdo
utilizadas como fitoterapicos (FELLOWS, 1992; HOSTETTMANN et al., 2003; SILVA et
al., 2004; YUNES e CECHINEL-FILHO, 2001).

Além de seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, as plantas tém
contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios farmacos, até hoje amplamente
utilizados na clinica, como a emetina (SANTOS et al., 2008), a vincristina (FARO et al.,
2009), a colchicina (BORSTAD et al., 2004), a rutina (RODRIGUES et al., 2003). A cada
momento sdo relacionadas na literatura novas moléculas, algumas de relevante acdo
farmacoldgica como a forscolina, o taxol (BUSHMAN et al., 2013; DUONG e YUNG et al.,
2013; ZHANG et al., 2013a) e a artemisinina (LAXMINARAYAN et al., 2012; KLONIS et

al., 2013).
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Na Gltima década, cerca de 60% dos quimioterdpicos eram advindos dos produtos
naturais ou derivados desses (CRAGG e NEWMAN, 2009). A maioria deles sdo substancias
isoladas, incluindo muitos alcaloides como morfina, codeina (analgésicos); papaverina
(inibidor de fosfodiesterase); efedrina, cafeina (estimulantes); ajmalina, quinidina
(antiarritmicos); quinina (antimalarico); reserpina (anti-hipertensivo); capsaicina (dores
reumaticas); colchicina (tratamento de gota); yoimbina (afrodisiaco), entre outros (COSTA-
LOTUFO et al., 2010; WINK et al., 2005).

Mas, apesar da imensa diversidade brasileira, existe enorme numero de plantas
brasileiras, que permanecem sem quaisquer estudos quimicos ou bioldgicos e que apresentam
um enorme potencial para o desenvolvimento de novos farmacos (ALVES et al., 2000;
BOLZANI et al., 1999).

Nesse contexto, nas Gltimas décadas, muitos estudos foram direcionados & medicina
popular, com o objetivo de identificar produtos naturais com propriedades terapéuticas
(ANTER et al., 2011; BAE et al., 2002; BATISTA et al., 2004; KAIVALYA et al., 2011;
RUSAK et al., 2010; SU et al., 2011; WEN-BO et al., 2011). O que prova que 0 interesse na
pesquisa de novas substancias ativas, de origem vegetal, tem aumentado significativamente
nos Gltimos anos e com isso, varias empresas privadas e organizagdes governamentais tém

instituido projetos de pesquisa nesta area (CALIXTO, 2000).

Mas, apesar dos produtos de origem vegetal poderem atuar de forma similar a
medicamentos alopaticos, eles possuem também efeitos colaterais, sendo necessario reunir
conhecimentos popular e cientifico para garantir a seguranca e eficacia desses produtos
(WARGOVICH, 2001). Nas ultimas décadas, parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento faz uso rotineiro de plantas medicinais, desconhecendo os riscos envolvidos.

Baseado nisso, e no intuito de aumentar o conhecimento acerca do potencial biolégico

dos produtos derivados da Familia Eriocaulaceae, e de tentar dar maior seguranca para uma
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possivel utilizacdo terapéutica desses produtos, é que este trabalho foi idealizado e posto em

pratica.

1.2. Familia Eriocaulaceae

Nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco, a familia Eriocaulaceae de plantas se
destaca tanto pela presenca significativa de seus representantes quanto pelo fato de apresentar,
nesse ambiente, niveis muito altos de endemismo de suas espécies. Os representantes de
Eriocaulaceae podem ser facilmente reconhecidos pela presenca de inflorescéncias em forma

de capitulos (COSTA et al., 2008).

Essa familia compreende aproximadamente 1200 espécies e 11 géneros. Destes,
apenas Eriocaulon apresenta distribuicdo pantropical; Syngonanthus e Paepalanthus possuem
representantes na Africa e nas Américas e o0 género Mesanthemum ocorre apenas na Africa.
Lachnocaulon, Leiothrix, Tonina, Rondonanthus, Philodice, Actinocephalus e Blastocaulon
sdo0 géneros restritos ao continente americano, mas com diferentes areas de ocorréncia

(GIULIETTI e HENSOLD, 1990).

No Brasil, a familia Eriocaulaceae situa-se nas montanhas da Cadeia do Espinhaco em
Minas Gerais e na Bahia (Figura 1). E, tanto na por¢cdo mineira do Espinhaco, como na
Chapada Diamantina, na Bahia, ha diversas espécies, pertencentes principalmente ao género
Syngonanthus, que apresentam importancia econdmica para as populacdes locais, onde sao
conhecidas e comercializadas como “sempre-vivas’. Sempre-vivas € 0 nome popular dado a
escapos e inflorescéncias de plantas que mantém a aparéncia de estruturas vivas, mesmo
depois de destacadas e secas, sendo empregadas na decoracdo de interiores (COSTA et al.,
2008; GIULIETTI et al., 1988). Um centro secundario encontra-se localizado nas montanhas

da Venezuela e nas Guianas.
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Figura 1. Mapa do Estado de Minas Gerais no qual se destaca a ocorréncia da Cadeia do
Espinhaco compreendida entre Belo Horizonte e o Estado da Bahia (MENEZES e
GIULIETTI, 1986).

Dentre as espécies de Eriocaulaceae que ocorrem no Espinhago, estima-se que
aproximadamente 85% sejam endémicas, a maioria delas restrita a pequenas localidades,
sendo inclusive denominadas como “microendémicas’ ou endémicas restritas. Como
caracteristica bioldgica, a familia, de modo geral, coloniza areas de grande altitude e,
portanto, de acesso dificil. A pouca acessibilidade das areas de ocorréncia € outro fator que
também esta ligado ao numero e a ocorréncia de registros de espécies de Eriocaulaceae

(COSTA et al., 2008).

A coleta e a comercializagdo (Figura 2) de sempre-vivas pela populacdo que vive na
Cadeia do Espinhaco sdo responsaveis pelo sustento de inimeras familias da regido, que, no
entanto, praticam uma atividade extremamente predatdria, utilizando fogo e desconhecendo

completamente os riscos de extingcdo das mesmas. Apés coletadas, as plantas sdo vendidas
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para exportadores em Diamantina a precos baixissimos, que por sua vez as exportam

principalmente para o Japdo, a precos cotados em dolar (IBAMA, 2004).

Figura 2. Coleta e confeccdo artesana de objetos usando as “sempre-vivas’ como matéria
prima (ISPN, 2013; O JORNAL, 2013).

Além do valor ornamental, ndo € conhecido qualquer outro tipo de exploracdo
comercial relacionado a familia Eriocaulaceae (FIGUEIREDO, 2007; SANO, 1999). Ja em
relacdo as atividades farmacologicas relacionadas a essa familia, sdo conhecidas algumas
atividades como a antimicrobiana (DA SILVA et al., 2009; FANG et al., 2008), a
antioxidante (CALGARO-HELENA et al., 2006), a citotoxica (DEVIENNE et al., 2007;
KITAGAWA et al., 2004), a antinflamatoria (DI STASI et al., 2004), a antiulcerativa

(BATISTA et al., 2004); a mutagénica (DA SILVA et al., 2007).

1.2.1. Geénero Syngonanthus

O género Syngonanthus é um grande representante da familia Eriocaulaceae,
possuindo aproximadamente 200 espécies distribuidas em cinco secdes: S. sect.

Syngonanthus, S. sect. Carphocephalus, S. sect. Eulepis, S. sect. Thysanocephalus, S. sect.
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Chalarocaulon (LAZZARI, 2000). Na Serra do Cipé sdo encontradas 20 espécies de

Syngonanthus (PARRA, 1998) e se estima que mais de 70 ocorram na Cadeia do Espinhaco.

Syngonanthus macrolepis, uma das espécies pertencentes a esse grande género, é
caracterizada pelo tamanho relativamente grande da planta e das flores, presenca de algumas
folhas no caule aéreo, além das grandes bracteas involucrais, que estdo situadas na base da
flor ou inflorescéncia e que as rodeia. Essas bracteas ultrapassam as flores, dai a origem do
nome da espécie (macro: grande, lepsis: bracteas). Outras trés espécies de Syngonanthus séo
Syngonanthus dealbatus, Syngonanthus suberosus e Syngonanthus nitens. Dessas espécies
também ndo se tem muitas informacGes a respeito do seu potencial bioldgico. S. dealbatus
Silv. é também conhecida popularmente como “roxinha” e S. suberosus Giul. possui 0 nome
vulgar de “margarida”.

A espécie S. nitens € conhecida como “capim dourado”, pela bela cor dourada que
seus escapos assumem quando secos e é muito utilizada para a pratica do artesanato. E uma
planta muito comum no Cerrado Brasileiro, em particular na regido do Jalapdo no Estado do
Tocantins. O capim dourado cresce naturalmente em campos encharcados na estacdo chuvosa
e durante os periodos de seca (PACIFICO et al., 2011). Os escapos de S. nitens sdo também
explorados em outras regides do Cerrado para composicdo de arranjos, especialmente em
Minas Gerais, onde recebem o0 nome comum de “sedinha’ (GIULIETTI et al., 1996) (Figura

3).
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[a] | [b]

Figura 3. Exsicatas de [a] S. nitens; [b] S. dealbatus; [c] S. suberosus e [d] S. macrolepsis.

(FIELD MUSEUM, 2013).
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1.3. Atividades Biologicas

1.3.1. Mutagénese e Antimutagénese

Embora plantas medicinais venham sendo utilizadas no tratamento de doencas de
acordo com o conhecimento acumulado ao longo dos tempos, a pesquisa cientifica tem
mostrado que algumas substancias presentes nessas plantas podem apresentar propriedades
indesejaveis, como mutagenicidade, carcinogenicidade e toxicidade, as quais podem restringir
seu uso como agentes terapéuticos (CANDIDO-BACANI et al., 2013; MULAUDZI et al.,
2013; SANTOS et al., 2012; SHIN et al., 2012; WEINOEHRL et al., 2012).

Os testes de mutagenicidade fornecem uma avaliacdo do risco humano através da
investigacdo do potencial que algumas substancias tém de causar danos no material genético
(MARON e AMES, 1983; MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Mutagenicidade € definida como uma alteracdo permanente no conteddo ou na
estrutura do material genético de um organismo. Pode ser manifestada como uma alteracdo
herdavel em decorréncia de mutacdo em células germinativas e/ou mutacdes somaticas
levando ao desenvolvimento de céncer ou outros processos cronicos degenerativos

(DEARFIELD, 2002).

Os compostos mutagénicos podem induzir alteragdes gendmicas visando diretamente
e/ ou indiretamente 0 DNA, através da ligacdo as proteinas envolvidas na manutencdo da
integridade do genoma (MATEUCA et al., 2006). Estima-se que a média da frequéncia de
mutacBes espontaneas por pares de bases em células humanas seja de 10 a 10, sendo que
essa frequéncia pode aumentar de 1 a 10 vezes quando hé& exposi¢cdo a um agente mutagénico
(AJITH e SOJA, 2006).

As consequéncias das interagdes mutageno-alvo podem levar a diferentes tipos de
danos ao DNA (aductos de DNA, sitios alcali-labeis, quebras de fitas) e as mutacdes vao de

alteracbes de um anico nucleotideo (mutagdo génica ou puntiforme) a aberracdes
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cromossomicas que atingem cromossomos inteiros ou pedagos de cromossomos (MATEUCA
et al., 2006).

Basicamente, as mutagOes génicas podem ser subdivididas em substituicdo de pares de
bases e alteracdo na matriz de leitura, ocorrendo por adi¢do ou delegdo de nucleotideos. Ja as
mutacBes cromossdmicas podem ser divididas em numéricas, que por sua vez S&o
subdivididas em euploidias (envolvem genomas inteiros) e aneuploidias (envolvem parte do
genoma), e mutaces cromossdmicas estruturais, sendo elas: dele¢do, duplicagéo,
translocacgéo e inversdo (GRIFFITHS et al., 2006).

As fontes de exposicdo a mutadgenos podem ser de varios tipos, como por exemplo,
enddgenos (6xido nitrico, radicais livres de oxigénio); provenientes da dieta (mutagenos
gerados durante o cozimento de alimentos ou presentes na dieta); radiacdo (exposicao aos
raios-X para diagnostico e radioterapia); poluicdo (efluentes industriais, pesticidas,
incineracdo do lixo), entre outros (RIBEIRO e MARQUES, 2003).

Em vista do contato continuo do homem com agentes mutagénicos, € natural que o
nosso organismo apresente mecanismos de defesa. Esses mecanismos incluem a inativacdo
enzimatica pelas superdxidos desmutases, catalases, glutationas peroxidases e glutationas S-
transferases; e ndo enzimatica, por acdo de micronutrientes, como as vitaminas C, E e f-
caroteno, que em conjunto, atuam na estabilizacdo de espécies altamente reativas que
danificam o DNA, mantendo a integridade funcional e estrutural das células (KITANI et al.,
1999; VALKO et al., 2006). Entretanto, os mecanismos naturais de defesa acabam muitas
vezes sendo intensamente desafiados, o que enfatiza a importancia das investigagdes por
compostos ex6genos que possam evitar ou minimizar os danos induzidos no DNA

(FERGUSON et al., 2004).
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Muitas substancias provocam, além de suas propriedades antimutagénica e
anticarcinogénica, outros efeitos benéficos, como a ativacdo do sistema imune e / ou protecdo
contra doencas cardiovasculares (KNASMULLER et al., 2011).

O termo antimutagénico foi usado originalmente para descrever 0s compostos que
reduzem a frequéncia ou a taxa de mutacfes espontaneas ou induzidas, independentemente
dos mecanismos de protecdo envolvidos (NOVICK e SZILARD, 1952). Os agentes
antimutagénicos podem ser colocados em duas categorias gerais: aqueles que inibem a
formacdo de lesdes e sdo classificados como desmutagénicos, e aqueles que colaboram no
reparo das lesdes que ja estdo presentes no DNA, denominados bioantimutagénicos
(LIVIERO e VON BORSTEL, 1996).

Os agentes desmutagénicos sdo compostos capazes de inativar quimica, fisica ou
enzimaticamente um agente mutagénico. As inativacfes quimica e fisica ocorrem por ligacéo
direta com o agente mutagénico, impedindo sua ativacdo por sequestro ou adsorcdo de
agentes mutagénicos e radicais livres, impossibilitando que os mesmos estabelecam contato
com o material genético. A inativacdo enzimatica de um mutageno pode ocorrer por dois
mecanismos: a inativacdo por enzimas de fase | da biotransformacdo, como as enzimas da
familia P450, ou a inducdo de enzimas de fase II, como a glutationa S-transferase. J& 0s
compostos bioantimutagénicos podem atuar como moduladores do reparo e replicacdo do
DNA, agindo em nivel celular ao aumentar a fidelidade na replicacdo do material genético,
estimular o reparo livre de erros de danos no material genético ou inibir os sistemas de reparo
sujeitos a erro (KADA et al., 1982; KURODA et al., 1992).

Como pouco se sabe ainda sobre as substancias que compem a maioria das plantas e
as consequéncias de seu uso, testes que avaliam o potencial mutagénico de materiais vegetais
sdo de grande importancia, sendo que seu uso tem um grande impacto na salde de um grande

numero de pessoas (SOHNI et al., 1994).
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1.3.2. Genotoxicidade e Antigenotoxicidade

O desenvolvimento do cancer é mediado por alteracdes na sequencia e na organizacao
do genoma celular que variam de substituicio de um nucleotideo a aberragdes
cromossoémicas. O evento crucial € a alteracdo genémica que resulta em alteracdo funcional
de algumas proteinas/enzimas como a kinase ATM (*ataxia-telangiectasia mutated” ) e outras
kinases relacionadas (SHILOH, 2003).

O processo pode se iniciar quando substancias enddgenas e exogenas reativas, ou
tornadas reativas apos biotransformacdo, se ligam a biomoléculas, como o DNA, formando
aductos ou induzindo sua fragmentacdo ou oxidacdo. Essas lesdes induzem varias respostas
celulares, incluindo ativacdo do reparo do DNA, alteracdo do ciclo celular e apoptose
(KASTAN e BARTEK, 2004).

Células com danos no DNA frequentemente ndo sobrevivem, mas mecanismos de
reparo podem ser ativados, reduzindo desse modo a probabilidade de progredirem para a
malignidade. No entanto, mutagdes em vias de apoptose ou necrose podem permitir a sua
sobrevivéncia, ou seja, continuar um crescimento celular com anormalidades gendmicas,
contribuindo para a instalagdo do cancer (KASTAN e BARTEK, 2004).

O diagnostico precoce de lesdes em DNA pode servir para prevenir exposicao
continuada a altas doses de carcindgenos e mutagenos, impedindo a progressao do processo
de carcinogénese. Em estudos epidemiolégicos moleculares humanos € importante ter
métodos disponiveis para avaliar a formacdo de aductos de DNA em niveis extremamente
baixos, levando em consideracdo a intensidade da exposi¢do (dose) e o efeito biologico da
substancia (danos causados) (KASTAN e BARTEK, 2004).

Os estudos e investigacdes de genotoxicidade podem abranger dois aspectos. O
primeiro analisa os efeitos do produto sobre o material genético, que podem resultar em

alteracdes na estrutura do DNA como as quebras em fita simples ou dupla e a formacéo de
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aductos (ligacdo covalente de um elemento ou composto quimico com as bases nitrogenadas
do DNA) entre outros. Estas alteracdes ocorridas na molécula de DNA, quando nédo reparadas
podem levar a mutagdes. Sabe-se que a capacidade de reparo do DNA diminui com o passar
do tempo e que a taxa de mutacdo de cada divisdo celular aumenta com a idade do individuo.
Foi constatado que os sobreviventes de Hiroshima e Nagasaki tiveram um aumento anual nas
mutagdes no gene da Gliforina A (GRISOLIA, 2005).

O segundo aspecto analisa os efeitos destas alteragdes nos produtos génicos (RNAs,
polipeptidios e proteinas) os quais podem se refletir nas populagdes alterando sua fertilidade e
sua capacidade de responder as mudancgas ambientais entre outras (GRISOLIA, 2005).

Os agentes antineoplasicos sdo exemplos de compostos exdgenos que promovem
lesbes no DNA como alquilacdo de bases, ligagdes cruzadas e danos oxidativos (CICCIA e
ELLEDGE, 2010).

Mas, ao contrario de algumas substancias com alto potencial de lesionar o DNA,
existem substancias com capacidade de protegé-lo contra danos causados por agentes
genotoxicos. E este estudo abordou as avaliacGes tanto da capacidade de substancias causarem
lesbes no material genético, quanto a sua capacidade de prevenir tais danos.

Estudos epidemiologicos tém demonstrado que compostos naturais presentes na dieta
podem modular o processo de carcinogénese por meio da inducdo do sistema de defesa
celular incluindo enzimas antioxidantes e do sistema de detoxificagdo (PANA e HO, 2008).
De acordo com Wattenberg et al. (1985), a atuagcdo dos agentes quimioprotetores pode ser
dividida em duas categorias: 0s agentes blogueadores e 0s agentes supressores.

Os agentes bloqueadores reduzem a formacdo e a ativagdo metabolica de carcindgenos
que interagem com biomoléculas cruciais (DNA, RNA, proteinas, lipidios), combatem
espécies reativas de oxigénio e potencializam o sistema de reparo do DNA. Dessa maneira,

tornam-se mais eficazes quando utilizados de maneira preventiva a exposicdao dos
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carcindgenos. Por outro lado, os agentes supressores inibem eventos posteriores a acdo do
cancerigeno, suprimindo a manifestacdo da neoplasia. Estes agentes podem inativar
oncogenes, ativar genes supressores tumorais, inibir a angiogénese e induzir apoptose por
meio de mecanismos que interferem na expressdo génica e reduzem a proliferacdo de células
iniciadas, prevenindo o acimulo de danos (ARORA et al., 2010).

A acgéo dos agentes quimiopreventivos ou quimioprotetores, incluindo os de origem
natural, tem sido extensivamente estudada nas duas ultimas décadas, com especial énfase para
a identificacdo de compostos com baixa ou nenhuma toxicidade e de facil acesso para a
populagdo humana. Muitos compostos apresentam  atividades quimioprotetoras
cientificamente comprovadas. Dentre eles destacam-se a curcumina, o resveratrol, o licopeno,
0 &cido elagico, o eugenol, o indol-3-carbinol, o epigalocatequina-3-galato e o &cido fenil
éster caféico (AGGARWAL e SHISHODIA, 2006; SURH, 2003).

Para se conhecer o potencial genotoxico e antigenotdxico de um determinado
composto, existem testes de genotoxicidade bem definidos e internacionalmente reconhecidos
pelas agéncias reguladoras como parte da bateria de testes recomendada para o registro de

novos produtos que entram no mercado mundial (HAYASHI et al., 2000).

1.3.3.Estrogenicidade

Nos seres humanos, acredita-se que alguns compostos, mesmo em concentragdes
extramentes baixas, possam estar envolvidos na diminui¢do da espermatogénese. Em alguns
paises estes dados coincidem com o aumento de cancer de testiculos, além do aumento da
incidéncia de malformacGes congénitas do trato genital masculino, tais como hipospadia e
criptorquidia (DHOOGE et al., 2006), disfuncdo da tireoide e alteracdes relacionadas com o

sistema neuroldgico (GHISELLI e JARDIM, 2007; SOTO e SONNENSCHEIN, 2010).
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Entretanto, ha diferencas importantes entre compostos estrogénicos de origem industrial e 0s
que vém das plantas (HAN et al., 2002).

Ao contrério dos poluentes ambientais com atividade estrogénica, que tém um impacto
negativo sobre o desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos masculinos e fertilidade, acredita-
se principalmente nos efeitos benéficos dos fitoestrogenos (NAEYER et al., 2004).

Os fitoestrogenos sdo metabolitos secundarios polifendlicos nao-esteroidais de plantas
(WARD e KUHNLE, 2010), que exercem atividades estrogénicas ou antiestrogénicas
(WANDA et al., 2006), através de mecanismos que dependem e/ ou independem dos
receptores de estrogeno (REs) (PIERSEN, 2003). Sdo capazes de mimetizar o horménio
humano 17-f-estradiol (SETCHELL, 2001) e, por isso, vém sendo fortemente sugeridos como
uma alternativa natural a terapia de reposicdo hormonal (BECK et al., 2005; BENASSAYAG
et al., 2002).

A interacdo direta dos fitoestrogenos ocorre através dos receptores oa-estrogénico
(REa) e receptores S-estrogénico (RES) (PIERSEN, 2003). Compostos ndo-esteroidais que se
ligam aos REs sdo referidos como moduladores seletivos dos REs (SERMs - Selective
Estrogen Receptor Modulators) (FONTENOT et al., 2007).

Os REa e RES sd@o membros da superfamilia dos genes que compreendem receptores
nucleares de diversos ligantes hidrofobos, como os hormdnios esteroides (estrogeno,
progesterona, glicocorticoides, mineralocorticoides), acidos retinoicos (vitamina A), vitamina
D, prostaglandina e hormonios da tireoide (MANGELSDORF et al., 1995). Essas duas
subclasses sao diferencialmente expressas e localizadas em diversos tecidos e células, onde
codificam uma variedade de fungdes fisioldgicas reprodutivas e ndo reprodutivas envolvidas
no metabolismo energético, equilibrio de sal, sistema imunoldgico, desenvolvimento e
diferenciacdo (HASENBRINK et al., 2006). Apresentam elevada homologia no dominio de

ligacdo ao DNA, mas possuem homologia moderada no dominio de ligacdo ao ligante e
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apenas homologia parcial nas caudas C e N-terminal (GUSTAFSSON, 1999; SHEN et al.,
2007).

Estudos da distribuicdo de tecidos e padrdes de expressdo destes receptores indicam
gue 0 RE« tem um padrédo de expressdo amplo e esta concentrado no Utero, glandula mamaria,
testiculos, suprarrenal e hipéfise. J& o RES tem um padrdo mais concentrado, com niveis
elevados no ovario, prostata, epididimo e no cérebro em desenvolvimento, com diferencas
entre seres humanos em comparagdo com outras espécies. No pulmao e no hipotdlamo séo
encontrados os dois subtipos, os REa e RES (PINTO et al., 2008).

Quando os REa e/ou RES ligam-se ao estradiol, os receptores formam dimeros. Esses
dimeros, entdo, ligam-se a elementos de resposta a estrogenos no DNA e recrutam outros
componentes da maquinaria de transcricdo, que levam a expressao génica (Figura 4)

(OGAWA et al., 2009),

Figura 4. Mecanismos de transducdo de sinal promovidos por estrogenos enddgenos e
xenoestrogenos (FRIEDRICH, 2003).

Nas ultimas décadas, produtos naturais tém sido bastante utilizados por mulheres no

tratamento dos sintomas da menopausa (GELLER e KRONENBERG, 2003), que incluem
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calores subitos, ansiedade, variagdes de humor, assim como aumento do risco de muitos
problemas de saude, tais como reducdo da densidade Ossea, doencgas cardiovasculares e
tumores (HARLOW e SIGNORELLO, 2000). Dentre os varios produtos com atividade

estrogénica destacam-se os fitoestrégenos (ALVES et al., 2007).

Véarios dos mais potentes fitoestrogenos conhecidos pertencem ao grupo dos
isoflavonoides (Figura 5), constituintes fitoquimicos encontrados predominantemente nos
grdos de soja. Eles pertencem a classe dos flavonoides, cujos compostos dividem com o0s
estrogenos esteroidais a capacidade de ligar-se aos REs e mediar a transcricdo de genes
responsivos a estrogenos (BREINHOLT e LARSEN, 1998), e, por isso, vém sendo
fortemente sugeridos como uma alternativa natural a terapia de reposi¢do hormonal (BECK et

al., 2005; BENASSAYAG et al., 2002).

Daidzaina g Genlsteina

oH
Glietana

Figura 5. Estrutura quimica dos isoflavonoides de Glycine max (L.) Merrill (LEHMANN et
al., 2005).

Dados de Miksicek (1993, 1994) indicam que outros membros da familia flavonoide,
além dos isoflavonoides, exibem propriedades estrogénicas, e sdo designados flavo-
estrégenos. E ainda, com o aumento dos relatos na literatura de que alguns fitoestrogenos

demonstraram ter potencial terapéutico e preventivo na ginecologia e que eles poderiam ser
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utilizados para substituir os estrogenos na terapia de reposi¢do hormonal, j& que essa tem sido
relatada como sendo ndo tdo segura ou efetiva quanto se imaginava (HAYS et al., 2003), €
que se dispertou o interesse em avaliar o potencial estrogénico das espécies de Syngonanthus,

que sao ricas em flavonas e xantonas.

1.3.4. Modulagéo da expressao génica

O estudo da expressdo génica em células tumorais e as consequentes alteracdes
proteicas compdem a linha de pesquisa mais atual e promissora do cancer. Esse conhecimento
pode levar ndo somente a obtencdo de marcadores tumorais para diagnostico, mas também a
uma melhor avaliacdo dos resultados obtidos em tratamento, facilitando desse modo a
compreensdo da evolucdo da neoplasia maligna (LIMA et al., 2013).

A heterogeneidade celular e molecular dos tumores de mama e o grande nimero de
genes potencialmente envolvidos no controle do crescimento, na morte e na diferenciacdo
celular, enfatizam a importancia de se estudar as maltiplas alteracdes genéticas que podem
ocorrer nas células tumorais. A analise de expressdo génica tem demonstrado a capacidade de
identificar as caracteristicas que refletem a biologia molecular e 0 comportamento do tumor,
podendo revelar novos marcadores genéticos, 0s que estdo relacionados a recorréncia e
progressao da doenca e com isso contribuir para a terapéutica antitumoral (ROSA, 2007).

Atualmente, podem ser testadas centenas a milhares de sequencias representativas de
genes em um unico experimento. A analise de expressao génica em larga escala, denominada
de array, permite a avaliacdo da expressdo de um grupo pré-determinado de genes. Esta
analise fornece assinaturas genéticas definidas, uma colecdo de genes que classificam 0s
tumores em grupos distintos, sendo consideradas como mais efetivas do que os marcadores
progndsticos utilizados atualmente na rotina clinica, pois essas assinaturas permitem englobar

as interacOes génicas (ROSA, 2007).

39



Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, as interagdes entre 0s
horménios esteroides e outros fatores reguladores da proliferacdo, diferenciacdo, e apoptose
podem ser mais bem esclarecidas (DA SILVA, 1998). Nos processos hiperplasicos e
neoplasicos, 0 mecanismo normal do controle de crescimento esta alterado. Entre 0s eventos
moleculares associados a essas alteracdes podem-se destacar modificagcdes na expressao de
mediadores da proliferacdo celular, e na ativagdo de proto-oncogenes.

O aumento na expressdo do ER« além de representar a alteracdo transcricional mais
comum nas neoplasias mamarias (BENZ, 1998), também estad associado ao processo de
tumorigénese mamaria. Avaliando a expressdo do ERa em lesbes mamarias benignas, pré-
malignas e malignas tem-se identificado uma crescente expressdo do receptor, geralmente
correspondente a maior atividade proliferativa da lesdo (SHOKER et al., 1999a, 1999b;
HANSEN e BISSELL, 2000).

Ainda, os proto-oncogenes sdo conhecidos pela sua associacdo com 0S processos
proliferativos. Sua regulacdo é feita por hormonios esteroides, fatores de crescimento e
proteinas relacionadas a ades@o celular. Quando alterados por translocacGes cromossdmicas,
delecbes ou mutagGes, ou mesmo Superexpressos, originam 0S oncogenes, genes com
potencial de transformar células normais em neoplasicas, através da codificacdo de
oncoproteinas. Dentre os proto-oncogenes, C-MYC e BCL-2 podem ser citados como
importantes mediadores das acdes dos esteroides sexuais e de seus receptores na proliferacéo
celular e apoptose mamaria (DICKSON e STANCEL, 1999).

Esses proto-oncogenes, assim como outros genes de grande importancia na promocao
e progressdo do cancer de mama, tiveram a sua expressdo analisada, ap6s tratamento com
uma mistura de duas xantonas isolada de S. nitens, neste estudo e seus dados comparados com

0s obtidos das células sem tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os potenciais mutagénico e antimutagénico, genotoxico e antigenotoxico,
citotoxico e estrogénico dos extratos e substancias isoladas de Syngonanthus sp, aléem de
avaliar o efeito modulatério na expressdo génica de xantonas isoladas de Syngonanthus

nitens.

2.2. Objetivos Especificos

v' Avaliar os potenciais mutagénico e antimutagénico dos extratos metandlicos dos capitulos
de Syngonanthus dealbatus (Sd), Syngonanthus macrolepsis (Sm), Syngonanthus nitens
(Sn) e Syngonanthus suberosus (Ss), bem como de suas oito substancias isoladas (1=
luteolina, 2=  1,5,7-trihidroxi-3,6-dimetoxixantona, 3= 1,3,6,8-tetrahidroxi-2,5-
dimetoxixantona, 4= 1,3,6,8-tetrahidroxi-5-metoxixantona, 5= 7-metoxiluteolina-8-C-/-
glicopiranosideo, 6= 7-metoxiluteolina-6-C--glicopiranosideo, 7= 7,3 -
dimetoxiluteolina-6-C-S-glicopiranosideo, 8= 6-hidroxiluteolina e de uma mistura de duas
xantonas [A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona
(M)], utilizando o Teste de Ames;

v Avaliar os potenciais genotoxico e antigenotéxico dos extratos e substancias isoladas de
Syngonanthus sp, utilizando o Ensaio do Cometa Alcalino;

v" Avaliar o potencial citotdxico, em células HepG2 e em células MCF-7/BUS, dos extratos
e substancias isoladas de Syngonanthus sp;

v Avaliar o potencial estrogénico dos extratos e substancias isoladas de Syngonanthus sp,

utilizando os ensaios RYA (Recombinant Yeast Assay) e E-screen;
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v Avaliar a atividade modulatdria da expressdo génica, em células de carcinoma mamario

(MCF-7/BUS), da mistura de xantonas M, utilizando a metodologia de PCR Array.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Syngonanthus nitens (Bong. Ruhland), conhecido popularmente como “capim
dourado” (exsicata n° SPF 189975), foi coletado em Dezembro de 2008, na cidade do
Jalapéo, no Estado do Tocantins; Syngonanthus dealbatus Silv., conhecido como “roxinha”
(exsicata n°® CFCR 8161) e Syngonanthus suberosus Giul., conhecido como “margarida’
(exsicata n°® CFCR 4463), foram coletados em Maio de 1999 e Syngonanthus macrolepsis
(exsicata n® SANO 2978), em Fevereiro de 2002, todos em Diamantina, no Estado de Minas
Gerais. As espécies foram autenticadas pelo Prof® Dr° Paulo Takeo Sano da Universidade de
Sdo Paulo (USP). As exsicatas foram depositadas no Herbario do Departamento de Botéanica

do Instituto de Biociéncias da Universidade do Estado de Sao Paulo.

3.1.1.Extracédo

Os extratos das espécies Sd, Sm, Sn e Ss, as substancias isoladas (1 a 8) e a mistura de
xantonas M foram obtidos no Instituto de Quimica da UNESP, campus Araraquara-SP, sob a
coordenacdo do Prof® Dr® Wagner Vilegas e da Prof. Dr2, Lourdes Campaner dos Santos. Os
capitulos e os escapos de Sd (300 g), Sm (500 g), Sn (410 g) e Ss (300 g) foram secos em
forno a 60°C por 4 dias e entdo foram pulverizados. O material resultante foi macerado
sequencialmente, a temperatura ambiente, com 20 mL de hexano, diclorometano e metanol,

por uma semana com cada solvente, resultando nos extratos hexéanico (Ex-Hex),
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diclorometano (Ex-DCM) e metandlico (Ex-MeOH). Os extratos foram filtrados e o solvente
foi evaporado sob baixa pressdo. Os extratos metandlicos foram selecionados para este estudo

devido ao seu melhor rendimento (Tabela 1).

Tabela 1. Massas, em gramas, e rendimento dos extratos obtidos dos capitulos das espécies
de Syngonanthus (Eriocaulaceae).

Espécies Ex-Hex (g)/ % Ex-DCM (g)/ % Ex-MeOH (g)/ %
S. nitens 2,8/0,7 2,2/ 0,5 11,8/2,8
S. suberosus 3,2/11 3,2/1,1 54/ 1,8
S. dealbatus 3,6/1,2 3,8/1,3 49/1,6
S. macrolepsis 3,0/ 0,6 3,0/ 0,6 4,5/0,9

Ex-Hex= extrato hexanico; Ex-DCM= extrato diclorometanico; Ex-MeOH= extrato metandlico.

3.1.2.Obtencéo de fragOes e substancias isoladas
Os dados de fracionamento, identificacdo, isolamento e purificagdo descritos abaixo
foram obtidos com os extratos de capitulos e escapos de Syngonanthus nitens. As demais

espécies foram submetidas aos mesmos passos.

3.1.2.1. Fracionamento por filtragdo em gel

O extrato de capitulos (3,5 g) e extrato de escapos (3,0 g) de Sn foram separadamente
dissolvidos em metanol (20 mL) e cada mistura foi centrifugada por 5 minutos a 3200 rpm.
Este passo foi repetido 3 vezes para o extrato de capitulos e 2 vezes para 0 extrato de escapos.
Apos a coleta dos sobrenadantes, cada solucéo foi filtrada utilizando um Iso-Disk P-34, uma
membrana PTFE de 3 mm de didmetro, com tamanhos de poros de 0,45 um (Supelco,
Bellefonte, PA, USA), e foi seca a vacuo, apresentando rendimentos de 3,0 g para o filtrado

de capitulos e 2,6 g para o de escapos. Os filtrados de capitulos e de escapos foram
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fracionados separadamente em uma coluna Sephadex LH-20 (57 cm x 3 c¢m), utilizando o

metanol como fase movel, o que nos rendeu 260 fragdes, de 8 mL, respectivamente.

3.1.2.2. Anélise por HSCCC

As fracOes 69-88 dos escapos (400 mg), obtidas pela coluna Sephadex, foram
fracionadas por HSCCC, em mistura de etilacetato-n-butanol-agua (3,5:1,5:5,0, v/v/v), em
um fluxo de 1 mL/min. A fase menos aquosa foi utilizada como fase estacionaria. A retengdo
da fase estacionaria para esse sistema de solventes foi de 87,7 % a 850 rpm. Foram obtidas 84

fracOes, de 3 mL cada.

3.1.2.3. Anélise por HPLC-UV

As fragbes 16-19, obtidas por HSCCC, foram analisados por HPLC-UV, em uma
coluna de fase reversa C18 (Bondapak C18, 300 mm x 7,6 mm i.d., 10 um), utilizando A)
H,O + TFA (0,1%) e B) CH3;CN + TFA (0,1%) como fases moveis, em um fluxo de 2
mL/min, e foram detectadas a 280 nm. A eluicdo foi realizada de acordo com as seguintes
condic@es: apos eluicdo de 3 minutos de 5% de B, a eluicdo foi programada como segue: de
5% de B para 42% de B em 12 minutos; estaciona em 44% de B por 2 minutos e vai para
44% de B por 10 minutos; estaciona em 50% de B em 6 minutos. A separa¢do cromatografica
rendeu dois compostos, os quais, com base em experimentos de ESI-MS" e RMN, foram

identificados como sendo os compostos 5 (3,8 mg, tR= 16,1 min) e 6 (2,8 mg, tR=15,9 min).

3.1.2.4. Anélise por HPLC-IR
As fragOes dos escapos 131-253 (240 mg), obtidas pela coluna Sephadex, foram
analisadas isocraticamente por HPLC-IR, em uma coluna Bondapak C18 (250 mm x 10 mm

i.d., 10 pum), utilizando H,O:MeOH (58:42) como eluentes, em um fluxo de 2 mL/min. A
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separacgdo cromatografica rendeu 3 compostos, que, com base em experimentos de ESI-MS" e
RMN, foram identificados como sendo os compostos 7 (4,2 mg, tR= 16,2 min), 1 (11,1 mg,

tR= 19,3 min) e 8 (11,2 mg, tR= 23,6 min).

3.1.2.5. Anélise por HPLC-DAD

As fracOes dos capitulos 129-134 (129 mg), obtidas pela coluna Sephadex, foram
analisadas por HPLC-DAD, em uma coluna de fase reversa C18 (Bondapak C18, 300 mm x
7,6 mm i.d., 10 um), utilizando H,O + TFA (0,05%) e MeOH + TFA (0,1%) como fases
maoveis, em um fluxo de 2,5 mL/min. A eluicdo foi realizada de acordo com as seguintes
condicOes: de 30% para 70% de B em 20 minutos; para 90% de B em 20 minutos e para
100% de B em 5 minutos. A separacdo cromatogréafica rendeu dois compostos identificados,
com base em experimentos de ESI-MS" e RMN, como sendo os compostos A (11,2 mg, tR=
18,0 min), B (6,8 mg, tR= 18,5 min), 2 (5,0 mg, tR=19 min), 3 (10,2 mg, tR= 21,5 min) e 4
(5,3 mg, tR= 22 min). Os perfis cromatogréficos das substancias isoladas, utilizadas neste
estudo, foram publicados por Pacifico et al. (2011). As estruturas das substancias isoladas 1 a

8 e das xantonas A e B foram dispostos na Figura 6.
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1 OH H OH H
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Figura 6. Estruturas das Xantonas e Flavonas,

Syngonanthus nitens.

respectivamente,

identificadas em

Nos extratos de capitulos e escapos de Sd, Sm e Ss foram encontrados somente

flavonas. As xantonas 2 (1,5,7-trihidroxi-3,6-dimetoxixantona), 3 (1,3,6,8-tetrahidroxi-2,5-

dimetoxixantona) e 4 (1,3,6,8-tetrahidroxi-5-metoxixantona) e A (1,3,6-trihidroxi-2-

metoxixantona) e B (1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), da mistura M, foram apenas

identificadas e isoladas do extrato metanolico dos capitulos de Sn. A flavona 1 (luteolina) foi

identificada em todas as espécies. Além dela, foram identificadas as flavonas 5 (7-
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metoxiluteolina-8-C-f-glicopiranosideo) e 6 (7-metoxiluteolina-6-C-f-glicopiranosideo) nos

escapos de Sd e Ss (DA SILVA, 2008).

3.2. Ensaios Bioldgicos

3.2.1. Mutagenicidade e Antimutagenicidade

3.2.1.1. Teste de Ames

Para avaliar o potencial de alguns tipos de substancias em causar mutagcdes no DNA,
destacamos o teste de Ames. E um teste amplamente aceito pela comunidade cientifica e pelas
agéncias e corporacdes governamentais. Ele € utilizado na avaliacdo da mutagenicidade de
varios compostos, dentre eles os extratos de plantas medicinais comumente utilizadas,
compostos quimicos provenientes de metabolismo de drogas vegetais (SANTOS et al., 2012)
e sintéticas (OZKAN et al., 2013), os derivados de alimentos (AOUATIF et al., 2013) e de
amostras ambientais (PARRELLA et al., 2013).

Este ensaio usa linhagens de bactérias contendo mutacGes no operon da histidina, o
que as torna incapazes de crescer na auséncia deste aminoacido (histidina-dependentes), e,
portanto, sdo incapazes de crescer e formar col6nias na sua auséncia. Novas muta¢des no
local dessas mutacGes pré-existentes, ou nas proximidades dos genes, podem restaurar a
funcdo do gene e permitir que as células sintetizem histidina. Estas células recém-mutadas
podem crescer na auséncia de histidina e formar colonias. Por esta razdo, o teste € muitas
vezes referido como um “ensaio de reversdo”. O numero de revertentes é facilmente medido
pela contagem de uma populacéo de bactérias frente a amostra a ser testada (MORTELMANS
e ZEIGER, 2000; ZEIGER, 2001).

As linhagens bacterianas ndo apresentam enzimas de metabolizacdo, o0 que

impossibilita sua capacidade para identificacdo de agentes mutagénicos de acéo indireta. Para
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superar essa dificuldade, adiciona-se as culturas durante os ensaios a chamada fracdo S9, que
contém enzimas de metabolizacdo de xenobioticos e é obtida a partir do figado de ratos
(MARON e AMES, 1983). Todas essas caracteristicas conferem ao teste de Ames uma
grande capacidade de identificacdo e caracterizacdo de diferentes agentes mutagénicos, com
grande eficiéncia e sensibilidade (SANTOS et al., 2006).

Dessa maneira, varios trabalhos sdo realizados e justificam que metodologias usadas
para avaliar a mutagenicidade de agentes quimicos e fisicos também podem ser empregadas

para avaliagdo e identificacdo de agentes antimutagénicos (GEBHART, 1992).

3.2.1.1.1. Linhagens utilizadas

As linhagens TA98, TA100, TA102 e TA97a de Salmonella typhimurium, empregadas
neste trabalho foram gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames, da Universidade Berkeley,
California, USA.

A cepa TA98 apresenta mutacdo no gene his D (hisD3052) que codifica para a
histidinol desidrogenase, apresentando como ponto preferencial para a reversdo oito residuos
repetitivos de GC, e detecta compostos mutagénicos que deslocam o quadro de leitura do
DNA (frameshift). A mutacdo hisG46 presente na cepa TA100 ocorre através da substituicdo
do cédon selvagem GGG (CCC) — prolina — por GAG (CTC) — leucina. Assim, essa cepa
detecta agentes mutagénicos que ocasionam substituicdes, principalmente neste par G-C. A
cepa TA102 contém a mutacdo ochre TAA no gene hisG e detecta eficientemente mutagenos
como formaldeido, glioxal, varios hidroperédxidos, bleomicina, fenilidrazina, raios-X, luz UV,
estreptonigrina e agentes crosslink, como mitomicina-C. A cepa TA97a também detecta
mutagenos do tipo frameshift e apresenta mutacdo no gene hisD6610 e sdo alvos para

mutacdo os residuos GC (MARON e AMES, 1983).
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As substancias isoladas 1 a 8, e a mistura M, somente foram avaliados para sua
mutagenicidade e antimutagenicidade nas linhagens TA100 e TA98 porque a quantidade
obtida deles foi muito pequena e uma preferéncia foi dada para as linhagens que em os

melhores resultados para os extratos foram obtidos.

3.2.1.1.2. Manutencdo e estoque das cepas de Salmonella typhimurium

As cepas de S. typhimurium ficaram estocadas em tubos para congelamento (1,5 mL),
e mantidas a -70°C para que se mantivessem inalteradas todas as suas caracteristicas
genéticas. Para cada 0,9 mL de cultura, foram adicionados 0,1 mL de dimetilsufoxido

(DMSO), que é uma substancia crioprotetora.

3.2.1.1.3. Verificacdo das caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium

As caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium foram checadas
rotineiramente, antes do preparo dos estoques para congelamento. A dependéncia da histidina,
presenca de mutacéo rfa, presenca de delecdo uvrB e a presenca de plasmidios de resisténcia

também foram verificadas.

3.2.1.1.4. Taxa de reversdo espontanea

A reversdo espontanea das cepas-teste para independéncia a histidina foi medida
rotineiramente sendo que a frequéncia de reversdo é caracteristica para cada cepa. As col6nias
revertentes prototroficas para a histidina, sdo facilmente visiveis em placas de agar minimo
glicosado com tracos de histidina e biotina, em contraste com as colnias auxotréficas, que

formaram uma fina camada de crescimento bacteriano (“background”).
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3.2.1.1.5. Preparo do in6culo de S. typhimurium utilizados no ensaio

Semeou-se com auxilio de alca de inoculacéo, pequena quantidade do crescimento da
cultura em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n° 2). Incubou-se a 37°C por 14 horas sob
agitacdo (160 rpm) de modo a obter uma densidade de 1-2x10° bactérias/mL. Apés
crescimento, manteve-se a cultura sob refrigeracdo durante o periodo que a mesma nao estava

sendo utilizada.

3.2.1.1.6. Controles

O controle negativo foi feito com DMSO, o solvente das amostras vegetais. Além
disso, foram utilizados mutagenos diretos e indiretos conhecidos que atuaram como agentes
indutores das mutacdes. Foram utilizados como controle positivo em ensaios sem ativacao
metabolica o 4-nitrofenilenodiamino (NPD) para as linhagens TA98 e TA97a, azida sddica
para a linhagem TA100 e mitomicina C para a linhagem TA102 e para 0S ensaios com
ativacdo metabdlica foram usados o 2-antramino (TA98, TA100 e TA97a), o 2-aminofluoreno

(TA102), 0 BaP (TA98) e a AFB; (TA100).

3.2.1.1.7. Realizacdo dos ensaios de mutagenicidade

Foi utilizada a metodologia de pré-incubacéo, desenvolvida por Maron e Ames (1983),
e as linhagens TA100, TA98, TA97a e TA102 de Salmonella typhimurium foram utilizadas

para 0s extratos e as linhagens TA100 e TA98, para as substancias isoladas.

Anteriormente aos ensaios, as concentracfes adequadas das amostras foram
determinadas em experimentos de toxicidade preliminares, onde as maximas concentrac@es de
cada amostra foram selecionadas de acordo com o seu limite de solubilidade e essas foram

incubadas com cada uma das linhagens de Salmonella. As colbnias revertentes foram
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contadas, seu numero comparado com o do controle negativo e, depois disso, as
concentragfes consideradas ndo toxicas, ou seja, as que mantiveram o nimero de coldnias
revertentes acima do nimero de col6nias do controle negativo, foram selecionadas e foram

utilizadas na avaliagdo mutagénica.

Sd foi avaliado nas concentracgdes de 4,5 a 54,0 mg/placa; Sm, de 1,2 a 14,0 mg/placa;
Sn, de 0,8 a 9,0 mg/placa e Ss, de 4,4 a 53,0 mg/placa. As substancias isoladas 1 a 8, e a

mistura M, foram testados de 25,0 a 100,0 pg/placa.

Em tubos de ensaios foram colocados 0,1 mL de cultura de bactérias e 0,5 mL de
tampédo fosfato pH 7,4 ou 0,5 mL da fracdo S9 (4%), no caso dos ensaios com ativagao
metabdlica, e as amostras. Os tubos assim compostos foram incubados a 37°C durante 20
minutos. Apds esse tempo, foram adicionados 2 mL de &gar de superficie (top-agar) acrescido
de uma solucao de histidina/biotina 0,05 mM na proporcéo de 10 mL/100 mL. Em seguida, o0s
tubos foram agitados e vertidos em placas de Petri que j& continham o meio minimo
glicosado. Essas placas foram incubadas por 48 horas a 37°C. Transcorrido esse tempo, foi
efetuada a contagem das colGnias revertentes. Todas as concentragOes testadas, controles

positivos e negativos foram realizados em triplicata.

3.2.1.1.8. Realizacdo dos ensaios de antimutagenicidade

Para a realizagdo dos ensaios de antimutagénese a metodologia de pré-incubagdo em
placas, desenvolvida por Maron e Ames (1983), também foi empregada, sendo, neste ensaio,
5 concentraces ndo toxicas (verificadas por teste de viabilidade prévio, onde o nimero de
col6nias das amostras + mutageno foi superior ao nimero de col6nias nas placas do controle
negativo) das amostras misturadas a 0,1 mL de cultura de bactérias, a um agente mutagénico

adequado para cada linhagem e a 0,5 mL da solucdo tampéo fosfato pH 7,4, ou a 0,5 mL da
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fracdo S9, no caso de ensaios com ativagdo metabdlica, seguindo o protocolo de co-

tratamento.

As concentracdes testadas de Sd variaram de 0,1 a 36,0 mg/placa; de Sm, de 1,2 a 9,4
mg/placa; de Sn, de 0,3 a 17,4 mg/placa e de Ss, de 2,2 a 35,4 mg/placa. As substancias
isoladas 1 a 8, e a mistura M, foram avaliados em concentragdes que variaram de 12,5 a 50,0

mg/placa.

A sequencia no procedimento foi a mesma utilizada para os ensaios de mutagenicidade
a partir deste ponto. O calculo da porcentagem da inibigdo da mutagenicidade foi realizado de

acordo com Tachino et al. (1994) onde:

Inibicdo = 1- revertentes induzidos/placa (com inibidor) x100
revertentes induzidos/placa (sem inibidor)

Nenhum efeito antimutagénico foi encontrado quando a inibigdo foi menor que 25%,
um efeito moderado foi encontrado para valores entre 25% e 40% e uma antimutagenicidade
forte para valores maiores que 40% (LIRA et al., 2008; LOH et al., 2009; RESENDE et al.,
2012a; 2012b). Trés experimentos independentes foram realizados com o0s extratos

metandlicos e suas substancias isoladas, todos em triplicata.

3.2.1.1.9. Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa Salanal, adotando o modelo de
Bernstein et al. (1982), no qual uma regresséo linear padréo € realizada. Foram considerados

valores significativos os que apresentarem valores de p<0,05, marcados com um asterisco, e
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muito significativos, marcados com dois asteriscos, 0s que apresentarem valores de p<0,01.
Ainda, outro par@metro analisado foi a razdo de mutagenicidade (RM), definida como a média
do numero de revertentes por placa de uma amostra dividida pela média do nimero de
revertentes por placa do controle negativo, a qual foi calculada para cada uma das
concentragOes testadas de cada amostra. A amostra foi considerada mutagénica quando a RM
foi igual ou maior que 2,0 em pelo menos uma das concentragdes testadas e quando houve

uma relagdo concentragdo-resposta reprodutivel.

3.2.2.Genotoxicidade e Antigenotoxicidade
3.2.2.1. Ensaio do Cometa Alcalino

O ensaio do cometa é amplamente usado para deteccdo de danos ao DNA e reparo em
células e tecidos de animais e plantas (MOLLER et al., 2010). O principio basico deste teste é
a migracdo do DNA em uma matriz de agarose sob condi¢Ges eletroforéticas
(KNASMULLER, 2011). Quando observadas em microscopio, as células tém a aparéncia de
um cometa com cabeca (a regido nuclear) e uma cauda contendo os fragmentos de DNA que
migram em direcdo ao polo positivo (HARTMANN et al., 2003).

O ensaio cometa pode ser realizado tanto in vitro como in vivo. Assim como a maioria
dos testes realizados in vitro, a principal vantagem de se avaliar culturas celulares é o controle
das condicBes ambientais (SCHMALZ, 1994). Tanto as culturas primarias quanto as
linhagens celulares permanentes vém sendo empregadas na avaliacdo da genotoxicidade in
vitro, sendo que as ultimas tém oferecido mais vantagens principalmente no cultivo
(RIBEIRO et al., 2005). A versdo in vivo do ensaio cometa é amplamente utilizada em testes
de genotoxicidade e as suas vantagens incluem a aplicabilidade em diferentes 6rgaos,

sensibilidade na deteccdo de baixos niveis de lesdes, analise de pequeno numero de células
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por amostra, facil execugdo, curto periodo para conclusdo dos experimentos e custo
relativamente baixo (TICE et al., 2000).

Entre os tecidos recomendados para avaliagdo de danos por meio do ensaio cometa
estdo o figado e os rins. O figado é o principal 6rgdo metabolizador de compostos absorvidos,
como consequéncia, as células hepaticas sdo expostas a doses significativas desses compostos
quimicos os quais podem levar as disfuncBes hepaticas, dano celular e mesmo faléncia do
6rgdo (HARTMANN et al., 2003; ROTHFUSS et al., 2011).

O teste tem sido muito utilizado na identificagcdo de agentes com atividades
genotoxicas e antigenotdxicas. A versdo alcalina (pH > 13) pode ser usada para detectar danos
no DNA (LIAO et al., 2009; TICE et al., 2000; WITTE et al., 2007) do tipo quebras de fita,
sitios alcali labeis (ALS — alkalib-labile sites) e ligacdes cruzadas entre DNA-DNA e DNA-
proteina, e ainda detectar a prevencdo desses danos (BURLINSON et al., 2007; MERK e
SPEIT, 1999; PFUHLER e WOLF, 1996).

Essa mesma metodologia pode ser empregada para avaliar a capacidade de substancias
diminuirem os danos causados no material genético por um agente genotoxico. A capacidade
dessa metodologia em apontar um possivel agente protetor de lesdes no DNA é de extrema
importancia devido a grande facilidade com que atualmente entramos em contato com agentes

mutagénicos e/ou cancerigenos.

3.2.2.1.1. Linhagem celular

A linhagem empregada para a realizacdo dos experimentos foi a HepG2, de carcinoma
hepatocelular. Essas células foram empregadas por possuirem uma capacidade parcial de
metabolizar compostos, 0 que aproxima os efeitos obtidos em experimentos in vitro aos

efeitos observados in vivo.
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As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle's
médium - Sigma - Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell) e

repicadas semanalmente por tripsinizacdo até um maximo de 10 passagens.

3.2.2.1.2. Meios de cultura e solucdes

Os meios de cultura e solugdes necessarios para os ensaios foram preparados de
acordo com as especificacdes de Rasmussen e Nielsen (2002). O meio utilizado para a cultura
de células foi o DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, constituindo o
denominado “meio de cultura completo”. Nos repiques, utilizou-se tampdo PBS “Phosphate
Buffered Saline” e solucédo ATV (solucéo de tripsina 0,2% + versene 0,2%, Instituto Adolfo
Lutz), diluida 1:1 com PBS.

Para a realizacdo do tratamento com extratos e substancias isoladas nos ensaios de
genotoxicidade e de antigenotoxicidade, foi usado o meio DMEM nédo suplementado com
soro fetal bovino, para evitar a proliferacdo das células. No ensaio colorimétrico da
sulforadamina B, foram utilizadas as solugdes de acido tricloroacético 10%, de sulforodamina

B 0,4% em &cido acético 1%, de acido acético 1% e tampao Tris base (10mM).

3.2.2.1.3. Tripsinizacdo das culturas celulares

Apbs a remogdo do meio de cultura, as células foram lavadas usando-se PBS e
desprendidas da superficie interna do frasco de cultura utilizando-se 0,5 mL de ATV. Apds o
desprendimento das células, 1,5 mL de meio de cultura completo foi adicionado ao frasco
para a inativacdo do ATV e homogeneizado. Uma pequena quantidade de células foi, entdo,
colocada em cultivo em novos frascos de cultura de 25 cm? (Corning Incorporated, Acton

MA, USA) contendo 5 mL de meio de cultura completo, e submetidas as condicGes
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padronizadas de incubagéo (37°C, em atmosfera com 5% de CO, e 95% de saturagcdo de

umidade) até a preparagdo da préxima subcultura.

3.2.2.1.4. Preparo dos estoques celulares

O estoque foi feito a partir de uma subcultura normal, entre o terceiro e quarto repique.
As células foram tripsinizadas e mantidas estocadas em viais criogénicos (2 mL) em uma
solucdo de congelamento composta de 50% de meio de cultura (DMEM), 40% de soro bovino
fetal e 10% de DMSO. O congelamento procedeu-se gradativamente, ou seja, -20°C por 3

horas, -70°C por 3 horas e nitrogénio liquido (-195°C) para estocagem definitiva.

3.2.2.1.5. Descongelamento dos estogues celulares

O vial criogénico retirado do nitrogénio liquido permaneceu em temperatura ambiente
até que seu contetdo estivesse completamente descongelado. Este contetudo foi colocado em
um tubo de centrifuga estéril (Corning Incorporated, Acton MA, USA — 15 mL) contendo 5
mL de meio de cultura completo e submetido a centrifugacdo por 3 minutos a 2000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e, ao pellet, foi acrescentado 1 mL de meio de cultura completo.
A suspensdo celular foi transferida em um novo frasco contendo 5 mL de meio de cultura

completo, o qual foi incubado nas condi¢bes previamente descritas.

3.2.2.1.6. Preparo dos extratos e substéncias isoladas

As concentracOes dos extratos e substancias isoladas foram definidas a partir do maior
grau de dissolucdo das amostras em quantidade minima do solvente escolhido, o0 DMSO.
Posteriormente as mesmas foram dissolvidas em meio DMEM e estocadas a 4°C. A partir da
solucéo estoque foram feitas dilui¢Ges seriadas para obtencdo das concentracdes utilizadas em

teste, com o meio de cultura DMEM ndo suplementado com soro fetal bovino. A
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concentracdo méxima de solvente na cultura celular ndo excedeu a 0,1%, uma concentracgao

conhecida que n&o provoca efeito sobre a viabilidade celular (SCHILIRO et al., 2011).

3.2.2.1.7. Avaliacdo da genotoxicidade e antigenotoxicidade

3.2.2.1.7.1. Preparo das solucGes

As solugdes utilizadas no ensaio do Cometa alcalino seguiram os protocolos de Singh
et al. (1988) e Tice et al. (2000). Foram utilizadas: solucdo de lise estoque (NaCl 2,5 M;
EDTA 100 mM; Tris 10 mM) em pH 10; solucdo de lise de uso (solucdo de lise estoque
acrescida de Triton-X 1% e DMSO 10%) que foi preparada no momento do uso e deixada a
4°C por pelo menos 2 horas antes de ser utilizada; solucdo de eletroforese de pH13 (EDTA
0,5% e NaOH 3%); solucdo tampdo de neutralizacdo de pH7,5 (Tris 0,4 M); solucdo de
agarose com ponto de fusdo normal 1,5% e de agarose com baixo ponto de fusdo 0,5%;
solucdo de coloracdo (brometo de etideo a 0,2 mg/mL; PBS de pH 7,4 (NaCl 18%, Na,HPQO,

anidro 2,7%, Na;H,PO4.H,0 0,5%).

3.2.2.1.7.2. Preparacao das laminas

As laminas novas foram lavadas com extran neutro a 3%, deixadas de molho por cerca
de 3 horas, enxaguadas overnight e depois colocadas na estufa para secar. A agarose com
ponto de fusdo normal foi diluida a 1,5%, deixando quase ferver de 2 a 3 vezes no micro-
ondas. O gel foi colocado ja diluido no banho-maria ou em placa aquecida a 60°C e, com o
auxilio de uma pinga, as laminas foram mergulhadas na solucdo de agarose. As laminas foram
colocadas na posicao horizontal para secar. As laminas foram conservadas em geladeira por

aproximadamente 1 més.
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3.2.2.1.7.3. Tratamento das células
3.2.2.1.7.3.1. Realizagdes dos ensaios de genotoxicidade

As concentracdes dos extratos e substancias isoladas foram definidas, primeiramente,
a partir do maior grau de dissolucdo das amostras em quantidade minima do solvente
escolhido, o DMSO. Posteriormente, as amostras foram dissolvidas em meio DMEM e
estocadas a 4°C. A partir da solucdo estoque foram feitas dilui¢cGes seriadas para obtencéo das
concentracdes utilizadas em teste, que foram obtidas através de ensaios de citotoxicidade,
com o corante proteico Sulforodamina B (descrito no item 3.2.3). A concentracdo maxima de

solvente na cultura celular ndo excedeu a 0,1%.

As concentraces testadas de Sd variaram entre 0,007 e 72,0 ug/mL; de Sm, entre 0,02
e 210,0 pug/mL; de Sn, entre 0,003 e 35,0 pug/mL e Ss, entre 0,07 e 710,0 ug/mL. As
concentragdes testadas das substancias isoladas 1, 2, 6, 7 e 8 variaram de 0,01 a 100,0 pg/mL

e das isoladas 3, 4 e 5, e da mistura M, de 0,1 a 1000,0 pug/mL.

As células HepG2 foram tripsinizadas, submetidas a contagem em cémara
hemocitométrica de Newbauer (Boeco, Germany) e 400 uL foram semeados em placas de 24
pocos (Corning), a uma concentracdo de 2,5 x 10° células/mL. A aderéncia das células a placa
ocorreu durante 24 horas e apds esse periodo, 0 meio de cultura foi removido. O controle de
meio consistiu em meio de cultura DMEM; o controle negativo, do meio DMEM com 0,1%
de DMSO; e o controle positivo, de meio DMEM com MMS a 4,7 uM. As amostras foram

submetidas a dilui¢do seriada na propria placa, na proporcao de 1:10.

Foram realizados 2 experimentos independentes, em dois tempos de tratamento
diferentes, 4 e 24 horas, com 3 replicatas para cada concentracdo. Apds esses tempos, as
células foram tripsinizadas, centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos, seu sobrenadante foi

retirado e 100 uL solucdo de agarose de baixo ponto de fusdo foi adicionada e
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homogeneizada. Foram transferidos 100 puL da mistura cuidadosamente para uma lamina
previamente preparada com agarose com ponto de fusdo normal. Uma laminula grande (24 x
60 mm) foi colocada lentamente sobre a Iamina e essa foi deixada na geladeira por 5 minutos.
A laminula foi retirada cuidadosamente da lamina e esta foi mergulhada na solucéo de lise de

uso e deixadas em incubagéo overnight, ao abrigo da luz.

3.2.2.1.7.3.2. Realizacdo dos ensaios de antigenotoxicidade

Os mesmos parametros utilizados no ensaio de genotoxicidade foram utilizados nestes
ensaios. As diferencas entre eles consistiram, primeiramente, em incubar, juntamente com as
diferentes concentracdes testadas das amostras, o agente genotoxico metilmetanosulfonato
(MMS) e os tempos de tratamento, agora realizados em 30 minutos e 4 horas. O MMS foi
utilizado na concentracdo de 4,7 uM, e foi incubado com as amostras por 30 minutos
(protocolo de co-tratamento) e também foi deixado agir somente nas células por 30 minutos e
decorrido esse tempo, foi retirado. A placa foi lavada com PBS e o MMS substituido pelas
diferentes concentracbes das amostras teste (protocolo de poés-tratamento), que foram

deixadas agir por 3 horas e meia, totalizando um tempo de tratamento de 4 horas.

As concentracdes testadas, ndo tdxicas e ndo genotdxicas, de Sd variaram entre 0,04 e
360,0 ug/mL; de Sm, entre 0,21 e 2100,0 ug/mL; de Sn, entre 0,35 e 3500,0 ug/mL; de Ss,
entre 0,7 e 7100,0 pg/mL; de 1, entre 0,05 e 500,0 ng/mL; de 2 a 8, e da mistura M, de 0,003
a 25,0 pg/mL, no co-tratamento de 30 minutos com 0 MMS. E variaram para o Sd entre 0,04
e 360,0 pg/mL; para o Sm entre 0,21 a 2100,0 ng/mL; para o Sn entre 0,02 e 175,0 pug/mL;
para 0 Ss entre 0,04 e 355,0 ug/mL; para todas as isoladas, e para a mistura M, entre 0,003 e

25,0 ug/mL, no pés-tratamento de 4 horas com 0 MMS.
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A partir desse ponto, 0s mesmos passos utilizados na avaliagdo da genotoxicidade

foram seguidos.

3.2.2.1.7.4. Eletroforese

A solugédo de eletroforese foi preparada e deixada a 4°C. A cuba de eletroforese,
envolvida em banho de gelo. As laminas foram organizadas na cuba do polo negativo para o
positivo. As laminas foram deixadas na cuba por 20 minutos ja com o tampéo de eletroforese
para haver o relaxamento do DNA. A fonte de eletroforese foi regulada para 25 volts e a 300
mA e o tempo de corrida da eletroforese foi de 20 minutos. Apds isso, as laminas foram
retiradas cuidadosamente da cuba e mergulhadas na solugdo de neutralizagdo e deixadas por
15 minutos. Apos esse tempo, as laminas foram fixadas em etanol puro e conservadas a 4°C

até a analise.

3.2.2.1.7.5. Coloracao e anélise das laminas

As laminas foram coradas com cerca de 70 pL da solucdo de brometo de etidio, cobertas
com laminula grande (24 x 60 mm) e lidas imediatamente ap0s a coloracdo. As laminas foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia (filtro de 516-560 nm, barreira de filtro de 590
nm) no aumento de 400 x, para permitir a visualizacdo do nucleoides. As imagens dos
nucledides foram capturadas em bitmap e analisadas pelo software Tritek CometScore, que
fornece os parametros “% de DNA”, que calcula a quantidade de DNA na cauda do cometa e
“Tail Moment — TM” que calcula a disténcia do meio do nucledide até o final da cauda do
cometa. Ambos os parametros avaliam a extensdo do dano causado pela substancia-teste e

agregam a esse dano um valor numérico. Quanto maior € esse valor, maior € o dano.

60



No que diz respeito a avaliacdo da antigenotoxicidade, o MMS foi incubado juntamente
com as diferentes concentracfes das amostras-teste para que fosse avaliada a capacidade das
amostras em diminuir o dano causado pelo genotdxico. A porcentagem de diminui¢do dos

danos causados foi obtida através da equacgéo descrita por Zampini et al., 2008:

% de inibi¢do = [(intensidade da cauda mutgeno — intensidade da cauda amostra)] X 100

Intensidade da cauda mutageno

3.2.2.1.7.6. Analise Estatistica

A andlise estatistica do Teste do Cometa foi realizada pelo software GraphPad Prisma
6.0, onde foi realizada uma anélise de variancia (One-way ANOVA — teste ndo paramétrico)
com pos-teste de Dunns. Foram comparados os diferentes tratamentos e controles aos pares.
Foram obtidos a média e o desvio-padrdo para cada concentracdo de tratamento e controles
utilizados. E os valores de p<0,05 foram marcados com um asterisco e os valores de p<0,01

com dois asteriscos.

3.2.3. Citotoxicidade

3.2.3.1. Ensaio da Sulforrodamina

Para estudar o efeito citotoxico dos extratos e substancias isoladas da familia
Eriocaulaceae, o ensaio com a sulforrodamina B foi o escolhido. Esse teste se baseia na
identificacdo de sintese proteica, processo esse que s6 ocorre em células vidveis (VICHAI e
KIRTIKARA, 2006). O ensaio colorimétrico da sulforrodamina B (SKEHAN et al., 1990;

RASMUSSEN e NIELSEN, 2002), corante que se liga a aminoacidos béasicos das proteinas
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celulares e, por avaliagdo colorimétrica, fornece uma estimativa da massa proteica total, que é

relacionada ao nimero de células vivas que foram fixadas.

3.2.3.1.1. Linhagens utilizadas

As linhagens empregadas para a realizacdo dos experimentos de citotoxicidade

foram a HepG2, de carcinoma hepatocelular e a MCF-7/BUS, de carcinoma de mama.

3.2.3.1.2. Preparo das solucdes dos extratos e substancias isoladas

As concentragdes dos extratos, das substancias isoladas e da mistura M foram
definidas a partir do limite de solubilidade das amostras em quantidade minima do solvente
escolhido, o0 DMSO. Posteriormente as mesmas foram dissolvidas em meio DMEM e
estocadas a 4°C. A partir da solucdo estoque foram feitas dilui¢ces seriadas para obtencéo das
concentragOes utilizadas em teste, com o meio de cultura DMEM n&o suplementado com soro
fetal bovino. A concentragdo maxima de solvente na cultura celular ndo excedeu a 0,1%.

Sd foi testado nas concentragdes de 0,72 a 7200,0 pug/mL; Sm, de 0,21 a 2100,0
ug/mL; Sn, de 0,35 a 3500,0 ug/mL e Ss, de 0,71 a 7100,0 pg/mL. As substancias isoladas 1
a 8, e a mistura M, tiveram suas concentracdes variando de 0,01 a 100,0 pg/mL, nos ensaios
com as células HepG2.

Ja para os ensaios realizados com as células MCF-7/BUS, as concentragdes utilizadas
variaram de 8,9 a 720,0 ug/mL para Sd; de 2,6 a 210,0 ug/mL, para Sm; de 4,3 a 350,0
ug/mL para Sn; e de 8,8 a 710,0 ug/mL para Ss. As substancias isoladas 1 a 8, e a mistura M,

foram testados de 4,1 a 1000,0 pg/mL.
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3.2.3.1.3. Ensaio de citotoxicidade

As células foram tripsinizadas, submetidas a contagem em camara hemocitométrica de
Newbauer (Boeco, Germany) e 100 uL foram semeados em placas de 96 pogos (Corning), a
uma concentracéo de 2,5 x 10° células/mL, para as células HepG2, e 1,0 x 10° células/mL,
para as células MCF-7/BUS. A aderéncia das células a placa ocorreu durante 24 horas e apos
esse periodo, 0 meio de cultura foi removido. As células foram lavadas com 100 uL de PBS.
O controle de meio consistiu em meio de cultura DMEM, o controle negativo, 0 meio DMEM
com 0,1% de DMSO e o controle positivo, de meio DMEM com doxorrubicina na
concentracdo de 20 ug/mL, para as células HepG2, e DMSO a 40%, para as células MCF-
7/1BUS. As amostras foram submetidas a diluicdo seriada na propria placa, na proporcdo de
1:10, para as células HepG2, e na propor¢do de 1:3, para as células MCF-7/BUS. Foram
realizados 3 experimentos independentes, com 3 replicatas para cada concentracdo. A
viabilidade celular foi avaliada ap6s 24 horas, para as duas linhagens testadas, e ap6s 144
horas (6 dias), apenas paras as células de carcinoma de mama (MCF-7/BUS), usando o ensaio
colorimétrico da sulforrodamina B (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, MO, USA) (SKEHAN et

al., 1990, RASMUSSEN e NIELSEN, 2002).

3.2.3.1.4. Ensaio colorimétrico com a sulforrodamina B

O teste de citotoxicidade adotado baseia-se na coloracdo das proteinas pelo corante
sulforrodamina B. Este corante possui dois grupos sulfonicos e liga-se as proteinas das celulas
fixadas na placa. A técnica colorimétrica da sulforrodamina B consiste na substituicdo do
meio de cultura ao final dos tempos de incubacdo por 200 uL de acido tricloroacético 10%,
para a fixacdo das células. As placas foram incubadas por 1 hora, a 4°C, na auséncia de luz, e
posteriormente lavadas cinco vezes com &gua gelada e deixadas em repouso para secagem.

Em seguida, adicionou-se as placas 200 uL de sulforrodamina B e novamente foram
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incubadas por meia hora em temperatura ambiente. O excesso de sulforrodamina B foi
removido por meio da lavagem das placas com acido acético 1%, sendo estas deixadas em
repouso para secagem. O corante foi dissolvido com tampdo Tris base pH 10,0 e a

absorbancia foi determinada a 492 nm.

3.2.3.1.5. Anélise dos dados do ensaio de citotoxicidade

A absorbancia encontrada para o controle de meio (meio DMEM), ou seja, para as
células crescidas na auséncia dos compostos-teste e na auséncia do controle positivo,
corresponde ao valor de 100% de sobrevivéncia. Foram comparadas com essa as médias das
absorbancias encontradas em cada uma das 5 concentracdes das amostras testadas. Foram
consideradas citotdxicas as concentraces das amostras que promoveram viabilidade celular
inferior a 80%. A porcentagem de morte celular foi calculada, subtraindo-se o valor da
viabilidade de 100% (controle de meio). Além disso, para as substancias que foram
consideradas citotoxicas, os valores de suas concentracbes em que 50% (ICsp) de morte
celular foram alcancados também foram calculados usando o método de regressao linear

padréo.

3.2.4.Estrogenicidade
3.24.1. Teste RYA

A necessidade de estabelecer métodos simples, rapidos e capazes de detectar e
caracterizar a presenca de desreguladores endocrinos no meio ambiente (PASSOS et al.,
2009) e/ou fitoestrogenos que podem ser uma alternativa a terapia hormonal p6s-menopausa
(KURZER, 2003), tem levado ao desenvolvimento de um grande nimero de ensaios in vitro e

in vivo (PASSOS et al., 2009).
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A maioria desses ensaios esta classificada dentro de uma das trés categorias: a) ensaios
de ligagcdo competitiva ao RE, que verificam a afinidade de ligacdo de um composto quimico
ao RE; b) ensaios de informacdo génica, que determinam se a transcri¢do e traducdo génica
séo dependentes da interacdo do RE com seu ligante; e c) ensaios de proliferagéo celular, que
avaliam o aumento do namero de células alvo, durante a fase exponencial de proliferacdo.
Assim, esses ensaios atuam em diferentes niveis de complexidade biolégica na resposta
celular aos estrogénos (FANG et al., 2001).

Um ensaio utilizado neste trabalho e usado para avaliar o potencial de desregulagéo
enddcrina de uma substancia, é o ensaio de levedura recombinante (RYA) (CESPEDES et al.,
2004) onde a atividade estrogénica é resultado da interacdo direta com o0 RE (WANDA et al.,
2006; ZACHAREWSKI, 1998). Esse ensaio com gene reporter utilizando células de levedura
é uma alternativa rapida de triagem quando comparados com estudos in vivo ou cultura de
células (PASSOS et al., 2009).

No RYA, a cepa da levedura (Saccharomyces cerevisiae) é geneticamente modificada
e expressa dois elementos genéticos: um gene sensor, 0 RE humano, e um gene reporter,
contendo o elemento responsivo a estrogeno do gene da vitelogenina B1 de Xenopus laevis, 0
qual promove a expressao da enzima pS-galactosidase pela ativagdo do gene lacZ (Figura 7)

(GARCIA-REYERO et al., 2001, 2005).
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Figura 7. Mecanismo de acdo exercido pelo RYA.

O gene reporter é construido de uma forma que esta enzima s6 sera expressa na
presenca do complexo receptor-ligante, imitando o mecanismo pelo qual muitos genes
responsivos a horménios sdo regulados nos vertebrados (CESPEDES et al., 2005;
NOGUEROL et al., 2006). A expressdo do gene repdrter é entdo monitorada por sua
atividade enzimatica utilizando substratos, cujos produtos séo faceis de detectar e quantificar
(NOGUEROL et al., 2006).

Neste teste é utilizado como substrato 4-metilumbeliferona-/-D-galactopiranosideo
(MuGal). A hidrélise desde substrato promove a formagdo de um produto fluorescente 4-
metilumbeliferona, o qual ¢ medido em espectrofotdmetro (355 nm de excitacdo e 460 nm de
emissdo). Uma curva dose-resposta relacionando a atividade da enzima f-galactosidase com a
concentracdo de estradiol é usada para atribuir um valor estradiol-equivalente (EEQ)
(FERNANDEZ et al., 2009; NOGUEROL et al., 2006).

Duas caracteristicas da célula leveduriforme sdo fundamentais para o sucesso do RYA.

Primeiro, a levedura ndo tem um sistema enddgeno homologo de receptores nucleares de
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vertebrados que poderiam interferir com o ensaio. Em segundo lugar, o processo de alteracdo
conformacional e pos-transducional da proteina de vertebrados em levedura é muito
semelhante ao das células de mamiferos, o que resulta na preservacao da estrutura do receptor
guando expresso em levedura (GREEN e CHAMBON, 1991; NOGUEROL et al., 2006).

O RYA mostrou-se especifico, sensivel e reprodutivel (PASSOS et al., 2009), tem um
tempo experimental relativamente curto e ndo exige técnica asséptica rigorosa quando
comparado a outros ensaios de células cultivadas (KAMATA et al., 2011).

Para este experimento foi utilizada a linhagem BY4741 (MATa ura340 leu240 his341

met1540), obtida da EUROSCARF, Frankfurt, Alemanha, gentilmente cedida pelo Prof® Dr°
Benjamin Pifia, CSIC — Barcelona - Espanha.

No teste de RYA foram utilizados extratos dissolvidos em DMSO e foi realizado
essencialmente como descrito em Garcia-Reyero et al. (2005).

A levedura BY4741 transformada com os plasmideos pH5HEO e pVITB2x foi
descongelada do estoque a -70°C e crescida a 30°C, por 2-3 dias em meio rico YPD (extrato
de levedura 5 g/L, peptona 10 g/L e glicose 20 g/L). A seguir, as leveduras foram crescidas
em meio minimo SD (base nitrogenada sem aminoacidos 6,7 g/L, glicose 20 g/L) com
auséncia de uracila e leucina (-Ura-Leu), suplementado dos aminoacidos prototréficos
necessarios (0,1 g/L de histidina e metionina), por mais 1-2 dias. Entdo, 10 uL dessa cultura
foram inoculados em 30 mL de meio minimo, o qual foi incubado a 30°C até atingir
D.0.600nm=0,1.

As concentracfes iniciais dos extratos e substancias isoladas foram selecionadas por
teste prévio de toxicidade, onde foram dissolvidos em quantidade minima de solvente
(DMSO). Dez microlitros de concentra¢es ndo toxicas (Sd= 1,5 mg/mL; Sm= 0,5 mg/mL;
Sn= 1,0 mg/mL; Ss= 1,4 mg/mL; 1= 1,5 mg/mL; 2= 2,0 mg/mL; 3= 0,1 mg/mL; 4= 0,1

mg/mL; 5= 2,0 mg/mL; 6= 3,0 mg/mL; 7= 2,0 mg/mL, 8= 4,0 mg/mL e M= 0,2 mg/mL)
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entdo foram adicionados a aliquotas de 90 uL de cultura de levedura na placa de 96 orificios e
essa mistura inicial foi usada para subsequentes diluicdes seriadas (com os fatores de diluicdo
1:10; 1:30; 1:90; 1:270 e 1:810). Foram feitos também controles negativo (solvente da
amostra) e positivo (10 nM de 17-p-estradiol/poco), e de toxicidade. Este ultimo é feito
colocando-se a diluicdo de 1:30 da amostra-teste com o estradiol (E;) e com a levedura. O
estradiol é utilizado neste controle para facilitar a visualizacdo de possiveis efeitos toxicos das
substancias avaliadas, pois a fluorescéncia obtida neste caso seria bastante alta e mesmo

pequenas mudancas nela seriam percebidas.

Apobs isso, a microplaca foi incubada por 6 horas a 30°C com agita¢do. Decorrido esse
periodo, 50 uL de tampéo de lise (Y-PER, Pierce, Rockford, USA) foram adicionados a cada
orificio e a microplaca foi novamente incubada na mesma temperatura por mais 30 minutos.
A seguir, foram adicionados 50 pL de tampéo suplementado com 0,1% de mercaptoetanol e
0,5% da solucdo de 4-metilumbeliferona p-D-galactopiranosideo (MuGal). Apos breve
centrifugacdo a 1.000 rpm, as microplacas foram lidas em espectrofotdmetro (355 nm de
excitacdo e 460 nm de emissdo). A fluorescéncia foi medida durante 15-20 minutos (uma
medida por minuto) e os valores da atividade da p-galactosidase foram avaliados pelo
aumento das unidades de fluorescéncia em relacdo ao tempo, usando o método de regresséo

linear padréo.

3.2.4.1.1. Anélise dos dados

Este ensaio quantificou a atividade estrogénica, a qual foi calculada como estradiol-
equivalentes (EEQ) (CESPEDES et al., 2005; 2004). O teste RYA n&o fornece uma medida
direta da concentracdo (ou massa) molar dos xenoestrogenos, mas sua atividade estrogénica.

Simplificando, os resultados foram traduzidos em EEQ, definido como a quantia de estradiol
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que deve estar presente para explicar a resposta observada de uma dada amostra. Esses
equivalentes foram calculados a partir da menor diluicdo na qual a atividade da p-
galactosidase foi indistinguivel da atividade do controle (somente veiculo). Para traduzir os
resultados de diluicBes seriadas para EEQ, assume-se que as curvas dose-resposta hormonais

seguem uma funcdo sigmoidal,

R-R0O =_1

Rmax — R0 1+ Kd
[L]

Na qual RO, R e Rmax representam as unidades de S-galactosidase obtidas sem adigéo
de ligante (ou composto-teste), as obtidas numa dada concentracdo de ligante [L], e as obtidas
numa concentracdo de saturacdo de ligante, respectivamente. O Kd representa a constante de
dissociacdo do complexo ligante-hormdnio e seu valor coincide com o do ECsp, que € a
concentracdo de ligante que exerce 50% da maxima resposta. Para as diluicdes seriadas das
amostras, graficos de fatores de diluicdo x resposta relativa seguem uma funcdo sigmoidal
invertida, na qual o ECsy aparente corresponde a diluicdo (real ou tedrica) que exerce 50% da
resposta maxima. Os valores de ECsy aparente para cada amostra (um minimo de duas
replicatas, com no minimo quatro pontos cada) foram calculadas usando métodos de
regressdo ndo-linear padrdo. Esses valores foram convertidos a EEQ assumindo que eles
correspondam ao ECsy do estradiol, 40ng/L™ no nosso ensaio. Trés experimentos
independentes foram realizados com o0s extratos metandlicos e substancias isoladas, todos em

triplicata.
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3.2.4.2. Teste E-screen

Mesmo com a maior dificuldade associada aos ensaios celulares, esses ndo podem ser
deixados de lado. Predominantemente baseado em linhagens celulares derivadas de humanos,
as técnicas de proliferacdo utilizam alguns parametros para medir a multiplicacdo celular
induzida pela exposi¢do a compostos estrogénicos. Linhagens celulares comumente usadas
sdo as células de cancer de mama humano responsivas a estrogenos, MCF-7 ou T47-D
(ZACHAREWSKI, 1997). Todavia, para assegurar a confiabilidade da técnica, é necessario
garantir que a linhagem celular empregada apresente elevada especificidade de resposta a
estrogenos e ndo prolifere em resposta a ligacdo a outros receptores, como por exemplo,
fatores de crescimento (JONES et al., 1998).

A linhagem celular de cancer de mama (MCF-7/BUS), utilizada neste estudo, foi
derivada de uma efusdo pleural de uma paciente com carcinoma mamario metastatico,
previamente tratado com radioterapia e terapia hormonal (SOULE et al., 1973). Desde aquela
época, essas células passaram por inimeras mudangas, e os estudos demonstram que variantes
da linhagem MCF-7 mostram diferencas intrinsecas em caracteristicas como a taxa de
proliferacdo estrogénio-dependentes, tempo de duplicacdo e susceptibilidade a apoptose
(VILLALOBOS et al., 1995).

O ensaio E-screen, desenvolvido por Soto et al. (1992, 1995), é baseado no
crescimento das células MCF-7, na presenca de estrégenos ou compostos que 0s mimetizam.
Essas células sdo recomendadas devido a sua reprodutibilidade e sensibilidade estavel a esses
horménios. O método pode diferenciar compostos agonistas, agonistas parciais ou inativos
(KORACH e MCLACHLAN, 1995), comparando a proliferacdo celular obtida em
concentragOes varidveis da substancia em analise com aquelas observadas apds exposicdo a

controles positivos e negativos (OH e CHUNG, 2004; SOTO et al., 1992).
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Segundo Rajapakse (2004), de todos os ensaios utilizados para triagem de substancias
quimicas com atividade enddcrina, o E-screen apresenta o maior nivel de complexidade
bioldgica, podendo isso ser considerado como um ponto de eficacia. Muitos fatores devem ser
considerados durante o planejamento experimental, desenvolvimento e avaliagdo da
combinacdo de efeitos estrogénicos e antiestrogénicos por diferentes mecanismos.

O teste do E-screen foi realizado em microplacas com 24 orificios, conforme descrito
por Rasmussen e Nielsen (2002). Foram semeados 400 pL de uma suspensio de 5x10*
células/mL. Apos 24 horas, e aderéncia das células, o meio de cultura foi substituido por outro
meio com soro livre de estrogenos (10% de soro fetal bovino tratado com carvao/dextrana) e
foram realizados os tratamentos com 5 (no caso dos extratos) ou 6 (no caso das substancias
isoladas) concentracdes diferentes.

As concentracBes iniciais dos extratos e substancias isoladas foram selecionadas por
teste prévio de toxicidade (descrito no item 3.2.3). Nesse, as concentracdes utilizadas foram
proximas do limite de solubilidade de cada amostra.

As concentracOes selecionadas para este ensaio variaram de 0,01 a 2,97 pg/mL, para o
Sd; para 0 Sm, de 0,004 a 0,87 ug/mL; para o Sn, de 0,006 a 1,43 ug/mL e para o Ss, de 0,04
a 8,8 ug/mL. Entre as substancias isoladas, 1 foi testada nas concentracfes de 0,02 a 4,10
ug/mL; 2, de 0,05 a 12,3 pg/mL; 3, de 0,02 a 4,10 ug/mL; 4, de 0,15 a 37,5 ug/mL; 5, de 0,2
a 37,0 ug/mL, 6, de 0,5 a 111,0 ug/mL; 8, de 0,006 a 1,37 pg/mL e M, de 0,3 a 75,0 ug/mL.
A substéncia isolada 7, ndo foi testada pois ndo havia quantidade suficiente para a realizacao
desses ensaios.

Apdbs 144 horas (6 dias), as células foram fixadas com 500 pL de acido tricloroacético
a 10% por poco e incubadas a 4°C por 1 hora, na auséncia de luz. Em seguida as placas foram
lavadas com &gua de torneira gelada e as células foram tratadas com 500 pL de uma solugdo

de sulforrodamina a 0,4% em &cido acético 1% por pogo. As placas foram incubas por 30
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minutos a temperatura ambiente. Ap0Os esse tempo, as placas foram lavadas com acido acético
1% (cinco vezes), deixadas em repouso, em temperatura ambiente, para secagem. Com as
placas secas, o corante ligado as células foi solubilizado com 500ul de Tris base 10 mM (pH
=10,5) por pogo durante 20 minutos. Finalmente, a intensidade do corante foi lida no leitor de
microplacas Synergy™ H1, Biotec, em 492 nm.

Foram utilizados o 17-f-estradiol (10® M), como controle positivo, 0,01% de DMSO,
como controle negativo dos testes com extratos, e meio DMEM sem vermelho de fenol com
soro fetal bovino sem hormoénio, como controle de meio. Os testes com as substancias
isoladas foram realizados sem controle negativo, e somente com controle de meio, pois 0s

compostos nao estavam diluidos em DMSO.

3.2.4.2.1. Remocdo de estrdgenos enddgenos do soro fetal bovino

A remocdo de estrogenos enddgenos foi realizada por meio do tratamento do soro fetal
bovino com carvdo coberto com dextrana (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). A
técnica consistiu em agitar a 120 rpm, a 37°C (shaker), 500 mL de soro fetal bovino,
adicionados de 10 g de carvéo coberto com dextrana, por 1 hora. Apos esse tempo, o soro foi
aliquotado em tubos de centrifuga e foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos, duas vezes.
Ap0ds centrifugacdo, o sobrenadante foi esterilizado através de membrana filtrante de 0,22 um

e estocado a -20°C até o uso.

3.2.4.2.2. Anélise dos resultados

Apbs leitura das placas foram determinados os parametros de atividade estrogénica.
Um dos parametros calculados foi o efeito proliferativo (EP), que estabelece a taxa maxima

de proliferacdo induzida pela substancia em células MCF7-BUS. Esse parametro € obtido pela
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relagdo entre a taxa de proliferacdo apresentada pela substancia avaliada ou pelo 17-$-

estradiol e aquela apresentada pelo controle de solvente (DMSO 0,01%).

EP = absorbancia do composto/absorbancia do controle negativo

Outro parametro estabelecido é o efeito proliferativo relativo (EPR), que estabelece
uma relacdo entre a taxa maxima de proliferacdo da substancia avaliada e a taxa méxima

obtida pelo 17-f-estradiol.

EPR = [EP —1 (composto teste) / EP —1 (17-f-estradiol)] x 100

As amostras que apresentaram EPR menor de 25%, em todas as suas concentragdes
testadas, foram consideradas ndo estrogénicas e ndo proliferativas. As que apresentaram EPR
entre 25 e 80%, em pelo menos uma de suas concentracOes testadas, foram consideradas
como agonistas parciais dos REs. As que apresentaram EPR acima de 80%, em pelo menos
uma de suas concentracOes testadas, foram consideradas estrogénicas, com carater
proliferativo das células MCF-7/BUS e agonistas totais dos REs (KUCH et al., 2010).

Os parametros obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA (assumindo

p<0,05) seguida de poOs-teste de Dunett.

3.2.5. Modulacéo da Expressao Génica

O rapido avan¢o das pesquisas em genética e biologia molecular, consequéncia do
atual progresso das tecnologias empregadas nessas areas, exige que técnicas mais avangadas
sejam incorporadas aos testes classicos de citogenética para melhor compreensdao de como 0s

compostos interagem com 0 DNA (GARCIA-CANAS et al., 2010).
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A andlise da expressdo génica global pode ser realizada com o uso da técnica de
microarray enquanto a expressdo de genes individuais é freqliientemente avaliada por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction ou PCR) quantitativa em tempo
real (GOHIL e CHAKRABORTY, 2004).

Os microarrays de DNA sédo colecdes de oligonucleotideos, segmentos de DNA fita
Unica (denominadas sondas), geralmente anexados a uma lamina de vidro em locais pré-
definidos, representando milhares de genes. Sdo utilizadas duas amostras de RNA em
situacdes distintas, um controle e a amostra. Apos a extragdo do RNA mensageiro e confecgdo
do DNA complementar (cDNA), as amostras de cDNA sdo diferencialmente marcadas com
compostos fluorescentes. Este cDNA marcado é, entdo, desnaturado por aquecimento e
hibridado com os oligonucleotideos na lamina de microarray e um scanner especial realiza a
leitura da intensidade da fluorescéncia nos comprimentos de onda referente aos 2 compostos
fluorescentes utilizados. As imagens digitalizadas sdo analisadas por um software especifico
que ird converter a cor e a intensidade da fluorescéncia em um conjunto de valores numericos
(STORHOFF et al., 2004). A analise da vasta quantidade de dados de microarrays é uma
tarefa ardua e os resultados positivos encontrados devem ser validados pela técnica de PCR
em tempo real.

O sistema “RT2 Profiler PCR Array” representa a unido da RT-gPCR Syber Green
(no qual fluoréforos se ligam a fita-dupla de DNA, emitindo fluorescéncia) com a capacidade
de avaliagdo de multiplos genes do microarray podendo ser aplicado em estudos de
toxicologia, oncologia, imunologia, entre outros. Neste sistema, dezenas a centenas de genes
de vias metabolicas especificas podem ser avaliadas simultaneamente sem a necessidade da
validacdo exigida pela técnica do microarray. PCR Arrays estdo disponiveis para varias vias
metabolicas, entre elas, apoptose, transducdo de sinais, cancer, e genes de resposta ao stress

oxidativo (BALUCHAMY et al., 2010; SERPELONI, 2012).
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3.2.5.1. Ensaio do PCR Array

Para anélise da expressdo génica aproximadamente 1 x 10° células MCF-7/BUS foram
tratadas, por 24 horas, com a mistura de duas xantonas M= A-1,3,6-trihidroxi-2-
metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona, na concentra¢ao de 40,5 ug/mL, ou
meio de cultivo DMEM (controle), em triplicata, em microplacas de seis orificios. Essa
mistura foi a escolhida para a realizagdo desse ensaio, e nessa concentracao, pois foi a que
apresentou os melhores resultados de estrogenicidade, no teste E-screen, dentre as demais
isoladas. Essa concentragdo foi utilizada para se manter a mesma concentragdo celular e a
quantidade de substancias disponiveis para as células. No ensaio E-screen, a concentracdo
com o melhor potencial foi a de 2,7 ug/mL e foram utilizadas 2 x 10* células/poco. No PCR
Array, utilizou-se 3 x 10° células/poco. Sendo esse niimero 15 vezes maior, estimou-se que
uma concentracdo da mistura M também 15 vezes maior fosse capaz de exercer efeitos na
expressdo génica representativos dos encontrados no ensaio E-screen, por isso utilizamos 40,5
ug/mL.

Esse tratamento foi repetido em 3 diferentes microplacas. As células de cada triplicata
do controle e teste foram misturadas em um pool de células. Essas células foram submetidas a
extragdo do RNA, sintese de cDNA e entdo realizada a técnica de RT-gPCR Array em

triplicata para controle e teste.

3.2.5.2. Extragdo de RNA

As células foram submetidas ao procedimento de extracdo de RNA total segundo o
protocolo do fabricante do RNeasy Mini Kit (SABiosciences; Frederick, MD, USA) que inclui
0s passos de lise das células, purificacdo do RNA, tratamento com DNAse e eluicdo do RNA

com agua livre de nuclease fornecido pelo fabricante.
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Para a quantificacdo das amostras de RNA total, uma aliquota de 2ul foi diluida em
198ul de agua livre de nuclease. Para quantificar o DNA, usou-se um espectrofotdmetro
(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). Este aparelho quantifica o0 DNA de cadeia dupla (entre

outros) de acordo com a lei de Lambert-Beer:

C=Absxe

Onde C é a concentracdo de DNA em ng/ul, Abs é a absorbancia (neste caso a 260nm,
que corresponde ao pico de absorcdo de UVs do DNA), e é o coeficiente de extin¢do (que
para 0 DNA de cadeia dupla é igual a 50 ng.cm/uL) e b a altura da coluna criada no
espectrofotbmetro (que neste caso corresponde a 1 cm). Assim, quando o NanoDrop mede a
absorbancia a 260 nm obtém-se um valor, que multiplicado por 50 (constante e) indica a
concentracdo de DNA na amostra, em ng/uL.

O aparelho também 1€ a absorbancia a 280 nm, que corresponde ao pico de absor¢éo
de UVs de proteinas, e a 230 nm, que corresponde ao pico de absor¢do de UVs de
contaminantes organicos, fazendo, assim, as razdes da absorbancia 260/280 e 260/230, com as
quais se pode verificar a pureza das amostras. Uma solucdo pura de RNA apresenta razao
A260/280 em torno de 2,0, razbes inferiores a 1,7 sdo indicativas de contaminacdo. Devem
ser utilizadas razoes entre 1,8 e 2,2.

A integridade do RNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, em
tampdo de corrida TBE (10,8 g/L Tris Base, 5,5 g/L acido bdrico e 4 mL de EDTA 0,5 mM/L,
pH=8). Imediatamente antes da eletroforese as amostras de RNA foram desnaturadas (65°C
por 5 minutos, seguido de banho de gelo por 10 minutos) em solucdo de formamida (60% do
volume final), 1 uL de brometo de etidio (1 mg/mL) e 1/10 do volume da solu¢do de tampé&o

de carregamento 10 x (50 mM Tris-HCI pF 7,6, 0,25% de azul de bromofenol, 60% glicerol)
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(MASEK et al., 2005). A corrida eletroforética foi realizada a 6,5 V/cm durante 20 minutos.
A integridade do RNA foi avaliada em transiluminador de luz ultravioleta observando-se a
integridade das bandas de RNA. Todas as amostras de RNA foram mantidas em freezer -

80°C.

3.2.5.3. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit RT? First Strand Kit (SABiosciences;
Frederick, MD, USA) de acordo com as instrucOes do fabricante. O produto da reacdo de RT-
PCR foi diluido em 91 puL de agua duplamente destilada e mantido a -20°C até o momento do

uso.

3.2.5.4. RT? Profiler PCR Arrays

As reacdes de PCR Array foram realizadas com o kit RT2 Profiler PCR Array (Breast
Cancer Pathway) (SABiosciences; Frederick, MD, USA) para 84 genes de acordo com o
protocolo do fabricante. O mix para as reacGes de PCR Array foi preparado com RT2 SYRB
Green/ROX gqPCR Master Mix (SABiosciences; Frederick, MD, USA) suficiente para uma
microplaca, agua duplamente destilada e cDNA de cada amostra. O mix foi homogeneizado e
25 uL da solucdo distribuida em cada um dos 96 orificios da placa de PCR Array que ja
continham os iniciadores de interesse. Além dos 84 genes de células de cancer de mama, as
placas continham 5 diferentes controles endégenos, um controle para contaminacao por DNA
gendmico, controle da transcriptase reversa e controle positivo para PCR. A distribuicdo dos
genes analisados e dos controles na placa pode ser observada no Anexo 2. O equipamento
utilizado para as reacdes de RT-qPCR foi o Applied Biosystems 7500 PCR Systems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e as condicdes de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos e

40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1 minuto. Em seguida foi realizada a curva de
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dissociacdo elevando-se a temperatura de 65 a 95°C, com variagdo de 2°C por minuto. A
Figura 8 demonstra os passos realizados desde a obtencdo do RNA até os gréficos de analise

dos resultados.

Figura 8. Fluxograma da anélise da expressdo génica por PCR Array. Esquema ilustrando o
sistema de PCR em tempo real (RT? ProfilerTM PCR Array System) e as fases desde a
obtencdo do RNA ate a analise dos resultados.

3.2.5.5. Anélise estatistica
Apo6s a amplificacdo das amostras, os célculos da expressdo diferencial foram
realizados pelo programa RT? Profiler PCR Array Data Analysis Super-Array-SABiosciences.

Os genes que apresentaram valores de ciclo threshold (Ct) acima de 35 foram considerados
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ndo expressos. A normalizagdo e quantificacédo relativa da expressédo génica foram realizadas
pelo método de 2-AACt (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Entre as vantagens do método
comparativo de Ct estdo a facilidade de aplicacio do método e a possibilidade de
apresentacdo dos dados através do aumento em vezes na expressao.

Apos isso, 0 Teste t de Student foi realizado para avaliar a significancia das diferencas
na expressao génica entre controle e teste. A expressao de genes com valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os dados estdo representados como diferenca
(fold regulation) na expressdo génica, que foi normalizada pela média geométrica de cinco

genes de controle enddgeno.
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4. RESULTADOS

4.1. Mutagenicidade

Os extratos metanolicos Sd, Sm, Sn, e Ss foram avaliados nas concentracdes de 4,5 a
54,0 mg/placa; 1,2 a 14,0 mg/placa; 0,8 a 9,0 mg/placa e 4,4 a 53,0 mg/placa,
respectivamente, nas linhagens TA100, TA98, TA97a e TA102 de S. typhimurium, na
presenca (+S9) e na auséncia (-S9) de metabolizacao.

De acordo com os dados da Tabela 2, verificou-se que, tanto em auséncia (-S9),
quanto na presenca de metabolizagdo (+S9), a mutagenicidade foi considerada negativa,
ficando com todos os valores de RM abaixo de 2, em todas as linhagens testadas, todas
concentragOes testadas, de todos os extratos, exceto pelo extrato Ss, que apresentou indicios
de mutagenicidade na linhagem TA100, na presenca de metabolizacdo (+S9), pois teve o seu
RM menor que 2,0 em todas as concentracdes testadas, mas apresentou uma relacdo dose-
resposta nas maiores concentragdes testadas (17,7 a 53,0 mg/placa).

Os dados da avaliagdo da mutagenicidade das substéncias isoladas foram dispostos
juntamente com os dados da avaliagdo da sua antimutagenicidade (se¢do 4.2), pois foram
realizados apenas testes preliminares, na presencga de metabolizagdo, com algumas linhagens

(TA100 e TA98), para averiguar se nessas condi¢cdes havia potencial mutagénico.
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4.2. Antimutagenicidade

Os extratos metandlicos Sd, Sm, Sn e Ss foram avaliados nas concentracGes de 0,1 a
36,0 mg/placa; 1,2 a 9,4 mg/placa; 0,3 a 17,5 mg/placa e 2,2 a 354 mg/placa,
respectivamente, nas linhagens TA100, TA98 e TA102 de S. typhimurium, na presenca (+S9)
e na auséncia (-S9) de metabolizacéo.

De acordo com os dados dispostos na Tabela 3, verificou-se que o Sd apresentou
atividade antimutagénica nas trés linhagens testadas, todavia os resultados mais proeminentes
foram verificados na presenca de metabolizacdo, nas linhagens TA100 e TA98. Para a
linhagem TA100, a maior taxa de inibicdo da mutagenicidade causada pela AFB; foi de 78%,
encontrada na concentracdo de 18,0 mg/placa. Para a TA98, alcancou valores maiores da taxa
de inibicdo da mutagenicidade causada pelo BaP. O maior valor encontrado foi de 96%, na
mesma concentragcdo de 18,0 mg/placa. Para a TA102, na auséncia de metabolizacdo, 0s
resultados foram menos expressivos nas 3 menores concentracées (0,1; 0,3 e 0,5 mg/placa),
mas alcancou até 73% na maior concentracao testada (1,0 mg/placa).

Ainda na Tabela 3, pode-se verificar que o Sm apresentou atividade antimutagénica
nas 3 linhagens testadas e, assim como no extrato Sd, os resultados mais proeminentes foram
verificados na presenca de metabolizacdo, nas linhagens TA100 e TA98. Na TA100, o maior
valor encontrado da taxa de inibicdo foi de 72%, na concentracdo de 4,7 mg/placa. Para a
TA98, o extrato reduziu até 55% da mutagenicidade causada pelo NPD, na sua maior
concentracdo testada (9,4 mg/placa), na auséncia de metabolizagdo. Na presenca da mistura
S9, os resultados foram maiores, alcangando até 91% de inibicdo da mutagenicidade causada
pelo BaP também na sua maior concentracao testada.

Na Tabela 4 estdo dispostos os dados do Sn e pode-se verificar que este apresentou
atividade antimutagénica nas 3 linhagens testadas, assim como os extratos Sd e Sm. Na

linhagem TAL00, resultados expressivos foram encontrados apenas na presenca de
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metabolizacdo, onde o maior valor da taxa de inibicdo foi 75% na concentragdo de 6,0
mg/placa. Para a linhagem TA98, o extrato reduziu 60% da mutagenicidade causada pelo
NPD, na concentragdo de 17,5 mg/placa, na auséncia de metabolizacdo. Na presenca da
mistura S9, os resultados foram maiores, alcancando até 80% de inibicdo, na maior
concentracgéo testada (6,0 mg/placa).

Ainda na Tabela 4, o Ss também apresentou atividade antimutagénica nas trés
linhagens testadas. Na linhagem TAZ100, resultados expressivos foram encontrados apenas na
presenca de metabolizacdo, alcangando até 69% de inibi¢cdo na sua maior concentracdo (35,4
mg/placa). Para a linhagem TA98, o extrato reduziu até 54% da mutagenicidade causada pelo
NPD, também na sua maior concentracdo, na auséncia de metabolizacdo. Na presenca da
mistura S9, os resultados foram maiores, alcangando 89% de inibicdo, também na sua maior
concentracdo. Na linhagem TA102, reduziu até 64% da mutagenicidade causada pela
mitomicina C, na concentracdo de 17,7 mg/placa, na auséncia de metabolizacéo.

Anteriormente a realizacdo dos ensaios de antimutagenicidade, ensaios preliminares
onde as substancias isoladas e a mistura M foram testadas nas linhagens TA100 e TA98, na
presenca da fracdo metabolizadora S9, apenas para verificar se elas ndo induziam o aumento
da mutagenicidade nessas condi¢des.

Na Tabela 5, portanto, estdo dispostos os dados da avaliacdo da mutagenicidade das
substancias isoladas 1 a 8 e da mistura M. As substancias e a mistura foram avaliadas nas
concentragdes de 25,0; 50,0 e 100,0 ng/placa, nas linhagens TA100 e TA98 de S.
typhimurium. Verificou-se que, na presenca de metabolizagdo (+S9), a mutagenicidade foi
considerada negativa para todas as concentracOes testadas, de todas as substancias isoladas,
em ambas as linhagens testadas.

Na Tabela 6 estdo dispostos os dados da avaliacdo da antimutagenicidade das

substancias isoladas 1 a 8, e da mistura M, que foram avaliadas nas concentragdes de 12,5;
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25,0 e 50,0 ug/placa cada uma, nas linhagens TA100 e TA98, na presenca de metabolizacéo
(+S9). Foram escolhidas essas duas linhagens apenas, pois foram as que apresentaram 0s
melhores resultados na antimutagenicidade dos extratos.

De acordo com os dados pode-se verificar que todas as substancias isoladas, exceto 3,
foram antimutagénicas nas 2 linhagens testadas, mas melhores resultados foram encontrados
na linhagem TA100, diminuindo em até 62% (1); 51% (2); 89% (4); 69% (5); 75% (6); 85%
(7); 75% (8) e 55% (M) a taxa de reverténcia causada pela AFB;. A substancia 3 apresentou
melhor efeito antimutagénico na linhagem TA98, na presenca de metabolizacdo, e diminuiu

em até 54% a mutagenicidade causada pelo BaP.
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Tabela 5. Atividade mutagénica expressa pelo nimero médio de revertentes/placa + desvio padrao e
razdo de mutagenicidade (RM) das substéancias isoladas, 1 a 8, e da mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-
metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), nas linhagens TA100 e TA98 de S.

typhimurium na presenca de metabolizacdo (+S9).

Revertentes de Salmonella typhimurium / placa + DP (1%0)

Tratamento

Tratamento

- TAL00(+S9)  TA9B(+so) ot TAL00 (+59°)  TA98 (+59')
1 6

c- 163+9 29+0 C- 1639 29+ 0
25,0 17047 (10)  31+2(L1) 250 175428 (1,1)  33+6(L1)
50,0 166+16(1,0)  21+7(0,7) 50,0 164+2(10)  33+6(L1)
100,0 14946 (09)  17+1(06) 100, 119+4(07)  21+2(07)
Cc+ 1332 +55 23048 C+ 1332 + 55 230 + 8
2 L

C- 163 +9 29+0 C- 163 +9 29+0
25,0 168+10(1,0)  22+2(08) 250 168+8(10)  30+2(L0)
50,0 190+8(12)  25+4(09) 500 168+2(10)  27+3(09)
100,0 146+6(09)  22+6(08) 1000 139+3(09)  18+11(06)
C+ 1332 + 55 23048 C+ 1332 + 55 230 + 8
3 8

c 163 +9 2940 C 163 +9 29+0
25,0 205+1(13) 33+10(L1) 250 170+6 (10)  28+11(10)
50,0 196+9(12) 29+13(10) 500 158+21(1,0)  24+2(08)
100,0 142+32(09)  22+3(08) 1000 138+19(0,9)  33+4(L1)
Cc+ 1332 + 55 230+8 C+ 1332 + 55 230 + 8
4 M

C- 163 +9 29+0 C- 163 + 9 29+0
25,0 197+3(12)  24+1(08) 250 186+13(L,1)  30+5(L0)
50,0 189+7(12)  26+0(09) 500 174+3(11)  22+3(08)
100,0 166 +8(10)  22+6(08) 1000 143+13(09)  16+4(06)
C+ 1332 + 55 23048 C+ 1332+ 55 230 + 8
5

c- 163 +9 29+0

25,0 175420 (1,1)  28+7(L0)

50,0 186+22(1,1)  23+5(08)

100,0 156+7(10)  19+3(07)

o 1332 +55 230+ 8

C-: controle negativo, DMSO (100 uL por placa); C+: controles positivos: e) aflatoxina (1,0 pg/placa), f)
benzo[a]pireno (0,5 ug/placa).
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4.3. Genotoxicidade

S. dealbatus (Sd) foi testado nas concentra¢des de 0,007 a 72,0 ug/mL,; S. macrolepsis
(Sm), de 0,02 a 210,0 pg/mL; S. nitens (Sn), de 0,003 a 35,0 ug/mL e S. suberosus (Ss), de
0,07 a 710,0 pg/mL.

Foram realizados 2 experimentos independentes, todos em triplicata (Tabela 7), com 5
concentracgdes diferentes e os resultados obtidos mostram que, dentre os extratos, Sd, Sn e Ss,
apos 4 horas de tratamento, foram capazes de induzir dano significante (média de 20,97;
17,03 e 13,60 em “% de DNA na cauda’ e de 35,81; 24,68 e 17,93 no “Tail Moment — TM”,
respectivamente) no DNA das células de hepatocarcinoma.

O extrato metandlico de Sm néo apresentou resultados expressivos em nenhuma das
concentracdes testadas, em nenhum dos experimentos.

As concentracOes testadas das substancias isoladas 1, 2, 6, 7 e 8 variaram de 0,01 a
100,0 ug/mL; das isoladas 3, 4 e 5, e da mistura M, de 0,1 a 1000,0 ug/mL. De acordo com 0s
dados dispostos na Tabela 8, podemos verificar que as substancias 1 (luteolina) e 5 (7-
metoxiluteolina-8-c-#-glicopiranosideo) foram capazes de induzir dano significante (média de
10,95 e 11,61 em “% de DNA na cauda’ e de 21,32 e 16,87 no “Tail Moment — TM”,
respectivamente) no DNA das células de hepatocarcinoma apos 4 horas de tratamento.

Apbs 24 horas de tratamento, nenhum dos extratos, nem suas substancias isoladas,

foram capazes de induzir danos significantes.
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Tabela 7. Valores médios da porcentagem de DNA na cauda (% DNA) e Tail Moment (TM) +
desvio padrdo (DP) obtidos através do Teste do Cometa alcalino em células HepG2 tratadas por 4 e
24 horas com os extratos metanolicos de S. dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S.
suberosus (Ss) e seus respectivos controles positivo e negativo.

Amostras % DNA + DP TM + DP
(ng/mL) ~ ~

sd 4h 24h 4h 24h
0,007 6518+0,022 6252 +0045  3282+0032 2,564+ 0,044
0,07 2097 +0,031* 10,63 +0021 3581 +0013* 8,397 + 0,045
072 1191 +0076  5066+0,004 16,06 + 0,101 1,465 + 0,043
72 7661+0053 6757 +0040  1825+0098 4930+ 0,056
72.0 1459+0,078  6405+0026 18,62 +0056 2,625+ 0,065
C+ 2353+0,131  1683+0023 50,14 +0075 47,35+ 0,066
C- 5861+0,034  5188+0008 8651 +0033 2326+ 0,078
Sm

0,02 5450+0027  5118+0,066 2,099 +0066 4877+ 0,015
021 6,989+0,055 5466 +0074  2403+0054 4,841+ 0,013
2.1 4762+0063  30806+0098  1299+0031 1,304 +0,002
21.0 4126+0,068  4,263+0,087  1488+0030 1,428+ 0,021
2100 6,110+ 0,059  4303+0069  3243+0027 1,056+ 0,031
C+ 4042 +0,178  3598+0,054  5645+0064 3497+ 0,087
C- 5588+0,013 4567 +0034  2799+0028 2,067+ 0,031
Sn

0,003 4861+0041  4778+0032  1562+0017 2,183+ 0,044
0,03 6518+0032  6252+0,052  3282+0034 2564+ 0,067
035 4463+0027  4,894+0078  1126+0023 0881 +0,055
35 1235+0,041  4263+0075 20,61 +0065 2564+ 0,056
35,0 17,03+ 0,056*  4303+0086 24,68 +0078% 8397 + 0,067
C+ 18,14+0,035  17,90+0090  36,75+0,105 2356+ 0,176
C- 5209+0,009  5321+0034  3046+0022 5433+ 0,048
Ss

0,07 7643+0,067 4646 +0075  5357+0066 1,873+ 0,064
071 13,60+ 0,088* 5167 +0053 17,93 +0,098* 1519+ 0,043
71 9,741+0,050  5995+0039 9,187 +0056 1,276 + 0,062
71,0 4463+0038  4,894+0089  1126+0077  0,881+0,028
7100 4861+0061  4,778+0078  1562+0034 2,183 +0,055
C+ 2143+0,121  2387+0111  4367+0145 34,90+ 0,123
o 5210+0,044  4384+0087  3237+0079 0,896 + 0,007

C+: Controle positivo, MMS (metilmetanosulfonato) 6,25 pM/ 1x10° células; C-: Controle
negativo, DMSO (dimetilsulféxido) 0,1 %. * P < 0,05.
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Tabela 8. Valores médios da porcentagem de DNA na cauda (% DNA) e Tail Moment (TM) +
desvio padrdo (DP) obtidos através do Teste do Cometa alcalino em células HepG2 tratadas por 4 e
24 horas com as substancias isoladas, 1 a 8, e da mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e
B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), e seus respectivos controles positivo e negativo.

Amostras % DNA + DP TM + DP
(ug/mL) - -

1 4h 24h Zh 24h
0,01 9254 +0,098  2,874+0056  1425+0066 2,965+ 0,075
0.1 10,95+ 0,097*  4325+0,078 21,32 +0,144* 3,874 + 0,063
1,0 6247 +0,086 4256 +0089 6,101 +0056 3,568 + 0,042
10,0 4895+0065 3,658 +0054  3478+0067 3,658+ 0,039
100,0 5695+0,077  3,145+0041  3,652+0055 2247 + 0,036
C+ 4095+0,156  22,65+0,101  6312+0176 48,17 + 0,201
C- 3,877+0043  3581+0,047  4110+0,066 4,231 +0098
2

001 5669 +0,074 4580 +0087  3365+0084 2854+ 0,068
0,1 5784+0066  5101+0,056 2,989 +0065 2487 + 0,037
1,0 4889+0,065  3998+0,055  2,774+0035 3,102+ 0,031
10,0 6202+0077  4357+0053 3578 +0077 3,698 + 0,042
100,0 7.658+0045  6554+0,065 4,109 +0056 3,492 + 0,057
C+ 62,15+0424  7125+0576  64,12+0482 6589 + 0466
c- 5222+0,045 4998 +0062  5101+0043 5475+ 0,056
g

0.1 4254+0066  3168+0,055  1549+0067 1,647 +0,077
1,0 3555+0,071  3,125+0048  1852+0074 1,741+ 0,034
10,0 5999+ 0067  4,268+0,078 2,558 +0,044 2454+ 0,032
100,0 4265+0,054  3154+0,045  2,854+0087 2415+ 0,086
1000,0 4358 +0062  4,012+0074  3014+0089 2854+ 0,067
C+ 7244+0523  6525+0454 67,52 +0598 59,84 +0.288
C- 4646 +0087  3282+0045  1625+0021 2114+ 0,066
4

0.1 4126+0,063  4263+0,074  1488+0066 1,428+ 0,023
1,0 4889+0055 3998 +0034  2774+0054 3,102+ 0,043
10,0 5999 +0,035 4268 +0066  2558+0034 2454+ 0,029
100,0 6518+0,067 6,252 +0039  3282+0065 2564+ 0,066
1000,0 7643+0073  5167+0,061 2,099 +0,087 2,183 + 0,065
C+ 68,26+0576  5814+0455  62,12+0387  71,11+0573
o 5450+ 0,034 4894 +0007  2403+0091 1,985+ 0,055
5

0.1 8,985+0033  5247+0,065 12,68 +0,033 2267 +0,045
1,0 1058 +0092  3658+0,088  1548+0,065 2,542 + 0,032
10,0 11,61+0,078*  3985+0045 16,87 +0,046* 2,333 + 0,087
100,0 5487 +0069  3,167+0071  2114+0076 2547 +0,101
1000,0 6,142+0054  2514+0,023 1,958 +0,098 2,055+ 0,045
C+ 6158+0477  5735+0621  7483+0476 7248+ 0632
C- 4889+0067 3998 +0032  2774+0043 3,102 + 0,062
6

001 4463+0055  4894+0067  1126+0051 0,881+ 0,073
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0.1 4,646 + 0,076 3,282 + 0,098 1,625 + 0,052 2,114 + 0,081
1,0 4,126 + 0,065 4,263 + 0,071 1,488 + 0,055 1,428 + 0,054
10,0 5,450 + 0,043 5,118 + 0,052 2,099 + 0,058 4,877 + 0,032
100,0 5,214 + 0,067 4,894 + 0,047 2,403 + 0,057 1,985 + 0,021
C+ 67,65 + 0,543 66,48 + 0,333 78,21 + 0,764 77,54 + 0,441
C- 5,999 + 0,076 4,268 + 0,058 2,558 + 0,064 2,454 + 0,066
7

0,01 4,463 + 0,068 4,894 + 0,098 1,126 + 0,033 0,881 + 0,066
01 3,555 + 0,098 3,125 + 0,055 1,852 + 0,078 1,741 + 0,087
1,0 4,895 + 0,074 3,658 + 0,081 3,478 + 0,074 3,658 + 0,034
10,0 4,889 + 0,056 3,972 + 0,073 2,774 + 0,087 3,102 + 0,056
100,0 4,126 + 0,052 4,263 + 0,065 1,488 + 0,031 1,428 + 0,029
c+ 69,55 + 0,498 71,22 + 0,672 65,35 + 0,423 62,89 + 0,598
C- 4,126 + 0,077 4,263 + 0,054 1,488 + 0,055 1,428 + 0,077
8

0,01 4,265 + 0,073 3,154 + 0,034 2,854 + 0,087 2,415 + 0,023
0,1 5,487 + 0,067 3,225 + 0,035 2,114 + 0,056 2,547 + 0,045
1,0 5,701 + 0,043 5,101 + 0,022 2,989 + 0,061 2,487 + 0,043
10,0 6,247 + 0,026 4,256 + 0,034 6,101 + 0,082 3,568 + 0,021
100,0 5,925 + 0,038 4,268 + 0,087 2,543 + 0,074 2,454 + 0,034
C+ 62,45 + 0,571 68,22 + 0,281 72,54 + 0,727 77,23 + 0,339
C- 4,265 + 0,076 3,154 + 0,043 2,854 + 0,087 2,415 + 0,064
M

0,1 6,254 + 0,065 5,784 + 0,052 2,589 + 0,051 3,221 + 0,046
1,0 4,861 + 0,050 4,894 + 0,034 1,519 + 0,073 1,873 + 0,087
10,0 4,646 + 0,098 3,282 + 0,029 1,625 + 0,041 2,114 + 0,028
100,0 7,643 + 0,087 5,167 + 0,078 2,099 + 0,052 2,183 + 0,076
1000,0 5,450 + 0,063 4,894 + 0,088 2,403 + 0,065 1,985 + 0,028
c+ 61,87 + 0,225 56,18 + 0,309 47,95 + 0,320 72,12 + 0,471
C- 5,123 + 0,087 4623+0,054 4,785+ 0,067 4,833 + 0,002

C+: Controle positivo, MMS (metilmetanosulfonato) 6,25 pM/ 1x10° células; C-: Controle
negativo, DMSO (dimetilsulféxido) 0,1 %. * P < 0,05.

4.4. Antigenotoxicidade

Foram realizados 2 experimentos independentes, todos em triplicata, com 5
concentracOes diferentes e os resultados obtidos mostram que, foram capazes de diminuir
significativamente o dano causado pelo MMS ap6s 30 minutos de tratamento simultaneo, em
mais de uma de suas concentragdes testadas, os extratos Sm, Sn, Ss e as isoladas 3 e 6, e a
mistura M. As isoladas 4, 5 e 7 também diminuiram significativamente os danos causados

pelo MMS, mas apenas em uma de suas concentragdes testadas.
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De acordo com a Tabela 9, podemos observar que Sm alcancou o maior indice de
inibicdo na concentracdo de 21,0 ug/mL, quando diminuiu os danos causados pelo MMS em
27,0%. Sn, na concentracdo de 350,0 ug/mL, diminuiu 43,0% do dano. Ss, na concentracdo de
710,0 pg/mL, diminuiu 17,5% do dano.

Os maiores indices de inibicdo alcangcados pelas substancias isoladas, e pela mistura
M, quando incubadas por 30 minutos com 0 MMS, estdo dispostos na Tabela 10 e verificou-
se que esses foram de 31,0% para a substancia 3, na menor concentracdo testada (0,003
ug/mL); 29,3% para 4, na maior concentracdo testada (25,0 ug/mL); 18,0% para 5, na
concentragdo de 2,5 ng/mL; 21,8% para 6, também na concentragdo de 2,5 pg/mL; de 20,2%
para 7, na mesma concentracdo de 2,5 pg/mL e 22,1% para a mistura M, na concentracao de
0,25 pg/mL.

J& para o poés-tratamento de 4 horas (Tabela 11), foi verificado que nenhum dos
extratos foi considerado antigenotdxico, ndo alcancando niveis significativos de inibicdo do
dano causado pelo MMS.

De acordo com a Tabela 12, pode-se verificar que, dentre as isoladas, houve uma
diminuicdo significativa dos danos causados pelo MMS apenas para 1, em mais de uma
concentragédo testada (33,8%, na concentracdo de 2,5 ug/mL e 26,8%, na concentragcdo de
0,03 nug/mL), e para 2, em apenas uma concentracéo testada (23,5%, na concentracédo de 0,03

pug/mL).
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4.5. Citotoxicidade

4.5.1.Células HepG2

S. dealbatus (Sd) foi testado nas concentracbes de 0,72 a 7200,0 ug/mL; S.
macrolepsis (Sm), de 0,21 a 2100,0 pg/mL; S. nitens (Sn), de 0,35 a 3500,0 ug/mL e S.
suberosus (Ss), de 0,71 a 7100,0 png/mL.

Foram realizados 3 experimentos independentes, todos em triplicata (Tabela 13), com
5 concentragdes diferentes e foi verificado que Sd e Sn obtiveram resultados menores que
80% de viabilidade celular, ou seja, causaram morte celular significativa, em relacdo ao
controle negativo, e esses valores foram verificados principalmente nas maiores
concentragdes testadas (7200,0 ug/mL, para Sd e 350 e 3500,0 ug/mL, para Sn). Pode-se
observar que Sd e Sn obtiveram os resultados mais expressivos, ou Seja, apresentaram uma
capacidade de causar morte celular maior, alcancando 46,1% e 58,8%, respectivamente.

Ja Sm e Ss ndo apresentaram resultados expressivos em nenhuma das concentragdes
testadas, em nenhum dos experimentos, e ndo causaram morte celular significativa.

As concentragdes testadas de todas as substancias isoladas, e da mistura M, variaram
de 0,01 a 100,0 pug/mL. De acordo com os dados dispostos na Tabela 14, podemos verificar
que as substancias isoladas 3 (1,3,6,8-tetrahidroxi-2,5-dimetoxixantona) e 4 (1,3,6,8-
tetrahidroxi-5-metoxixantona) e a mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-
trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), séo as que apresentaram maior potencial citotoxico dentre as
substancias isoladas, e verificou-se que essas causaram a morte de 49,6%, 51,8% e 55,4%,
respectivamente, das células presentes nos pocos em que a sua maior concentracdo (100,0
ug/mL) fora utilizada.

Os valores de ICsy foram dispostos na Tabela 15 e verificou-se que os valores de

7800,0 e 750,0 png/mL foram encontrados para os extratos Sd e Sn e para as xantonas 3 e 4, e
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para a mistura M, os valores de 100,0; 93,0 e 90,0 ug/mL foram, respectivamente,
verificados.

As xantonas 3 e 4, e a mistura M, foram isoladas somente do extrato metanélico dos
capitulos de S. nitens. Esses dados corroboram os encontrados nos experimentos realizados

com os extratos, dispostos na Tabela 13, onde o Sn foi citotoxico.

4.5.2.Células MCF-7/BUS

Os dados da avaliagéo da citotoxicidade causada pelos extratos Sd, Sm, Sn e Ss, bem
como de suas substancias isoladas, 1 a 8, e de sua mistura M, ap6s 24 e 144 horas, nas células
MCF-7/BUS, foram dispostos nas Tabelas 16 e 17, respectivamente.

Foram realizados 3 experimentos independentes, todos em triplicata. NoOs
experimentos com 24 e 144 horas, Sd foi testado nas concentragdes de 8,9 a 720,0 ug/mL,;
Sm, nas concentracdes de 2,6 a 210,0 ug/mL,; Sn, nas concentracGes de 4,3 a 350,0 ug/mL e
Ss, nas concentracOes de 8,8 a 710,0 ug/mL. As substancias isoladas e a mistura M foram
testados nas concentracfes de 4,1 a 1000,0 pg/mL.

De acordo com os dados, pode-se observar que, dentre os extratos, Sd, Sm e Sn
induziram morte celular acima de 20% em pelo menos uma de suas concentragdes testadas.
As maiores taxas de morte das células de carcinoma mamario, em relacdo ao controle de
meio, foram encontradas nas maiores concentragOes testadas desses extratos, nos ensaios de
24 horas. Sd inibiu 34,3%, na concentracdo de 720,0 ng/mL; Sm, 23,2%, na concentracdo de
70,0 pg/mL; Sn, 21,0%, na concentracdo de 116,7 ug/mL. O extrato Ss ndo foi capaz de
causar a morte das células MCF-7/BUS acima de 20% em nenhuma de suas concentracfes
testadas. Nos ensaios de 144 horas, todos os extratos foram capazes de causar a morte das

células MCF-7/BUS acima de 20%. Sd inibiu em 52,7%, na concentracdo de 240,0 pug/mL;
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Sm, 49,8%, na concentracdo de 210,0 ug/mL; Sn, 55,5%, na concentracdo de 116,7 ug/mL e
Ss, 43,4%, na concentracdo de 710,0 ug/mL.

Dentre as substancias isoladas e a mistura M, pode-se observar que em 24 horas de
tratamento as substancias 2-5 e 8, e a mistura M, causaram 27,1%, 20,9%, 26,5%, 26,3%,
20,2% e 34,5% de morte celular, respectivamente. As substancias 1 e 6 ndo foram capazes de
induzir morte celular acima de 20% e ndo foram consideradas citotoxicas. J& nos ensaios com
144 horas de tratamento, todas as substancias isoladas foram capazes de induzir morte celular
acima de 20%.

Na Tabela 20, estdo dispostos 0s ICso dos extratos e substancias isoladas testados
frente as células de MCF-7/BUS. Foi verificado que nenhuma das amostras testadas

apresentou ICsp abaixo de 100 ug/mL, nem no tratamento de 24, nem no de 144 horas.
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Tabela 16. Valores de ICs, encontrados na linhagem HepG2 ap6s o tratamento com diferentes
concentracdes dos extratos metandlicos dos capitulos de Sd, Sm, Sn e Ss, bem como de suas oito
substancias isoladas 1 a 8, e da sua mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-
trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), e seu controle positivo (doxorrubicina — DXR).

ICs ICs 1Csq 1Csq
Amostra (ug/mL) Amostra (ug/mL) Amostra (ug/mL) Amostra (ug/mL)
Sd 7800,0 Sm Nao inibiu Sn 750,0 Ss N&o inibiu
1 Né&o inibiu 2 Né&o inibiu 3 100,0 4 93,0
5 N&o inibiu 6 N&o inibiu 7 N&o inibiu 8 N&o inibiu
M 90,0 DXR 21,0

Tabela 17. Valores de ICsy encontrados na linhagem celular MCF-7/BUS ap0s o tratamento,
de 24 e 144 horas, com diferentes concentracfes dos extratos metandlicos dos capitulos de Sd,
Sm, Sn e Ss, bem como de suas oito substancias isoladas 1 a 8, e da sua mistura M (A-1,3,6-
trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), e seu controle positivo
(doxorrubicina — DXR).

24 horas 144 horas
Amostra 1Cs (ng/mL) 1Csp (ng/mL)
Sd 650,0 177,0
Sm 2500,0 215,0
Sn 1080,0 102,0
Ss 1870,0 1460,0
1 2300,0 600,0
2 1320,0 535,0
3 2350,0 384,0
4 Na&o inibiu Na&o inibiu
5 N&o inibiu N&o inibiu
6 N&o inibiu N&o inibiu
8 Na&o inibiu Na&o inibiu
M Na&o inibiu 110,0

4.6. Estrogenicidade

4.6.1.Teste RYA
Os dados obtidos da avaliacdo da estrogenicidade foram dispostos nos Graficos 1 a 6 e
na Tabela 18. No Gréafico 1, a atividade estrogénica foi expressa através do EEQ dos quatro

extratos metandlicos, Sd, Sm, Sn e Ss, de suas oito substancias isoladas, 1 a 8 e da mistura de

104



xantonas M. Pode-se observar que, dentre 0s extratos, apenas 0 Sn obteve resultados
expressivos e estatisticamente relevantes. Verificou-se que esse alcancou o valor de EEQ +
Desvio Padrdo (DP) de 14,7 + 1,6 nM. Os extratos metandlicos de Sd, Sm e Ss néo
apresentaram resultados significativos em nenhuma das concentracdes testadas, nas condi¢oes
utilizadas.

De acordo com os dados dispostos na Tabela 18, podemos verificar que a substancia
isolada 4 e a mistura M séo as que apresentaram maior potencial estrogénico, medido em
unidades de fluorescéncia, e que as substancias 2 e 3, apresentaram um potencial estrogénico
moderado. Pode-se verificar também que as unidades de fluorescéncia aumentaram com o
aumento das concentragdes testadas, observando uma clara relagcdo dose-resposta, mas apenas
para o extrato Sn, para as substancias isoladas 2, 3 e 4 e para a mistura M. Para as demais
amostras testadas, as unidades de fluorescéncia ndo variaram muito entre as concentracfes
testadas.

As amostras com resultados significativos pertencem a classe das xantonas e foram
isoladas do extrato metanolico dos capitulos de S. nitens. Esses dados corroboram o0s
encontrados nos experimentos realizados com os extratos, dispostos no Grafico 1 e na Tabela
18, onde é mostrado que, dentre os extratos, apenas o Sn foi considerado estrogénico.

Além desses dados, os Graficos 2 a 6 mostram o perfil da atividade estrogénica,
medida em unidades de fluorescéncia, encontrada nas amostras que obtiveram resultados
significativos (Sn, mistura M e isoladas 2, 3 e 4), em relagdo ao tempo (20 minutos) em que a
fluorescéncia foi medida. Foram dispostas as cinco diluicGes da amostra e seus respectivos
controles negativo, positivo e de viabilidade. Foi verificado um aumento progressivo das
unidades de fluorescéncia com o passar dos minutos, gerando uma curva ascendente nos

gréaficos.
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Gréfico 1. Atividade estrogénica expressa em Estradiol-Equivalentes (nM) + Desvio Padrdo (DP),
obtidos pelo teste RYA (Recombinant Yeast Assay), dos extratos metanolicos de capitulos de S.
dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn), S. suberosus (Ss) , de suas substancias isoladas,
1 a 8, e da mistura M, além do seu controle negativo (DMSO), na linhagem BY4741 da levedura
Saccharomyces cerevisiae. (1= luteolina; 2= 1,5,7-trihidroxi-3,6-dimetoxixantona; 3= 1,3,6,8-

tetrahidroxi-2,5-dimetoxixantona; 4= 1,3,6,8-tetrahidroxi-5-metoxixantona; 5= 7-metoxiluteolina-
8-c-p-glicopiranosideo; 6= 7-metoxiluteolina-6-c-A-glicopiranosideo; 7= 7,3 -dimetoxiluteolina-6-
c-p-glicopiranosideo, 8= 6-hidroxiluteolina e M= mistura de A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e
B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona). * P < 0,05.

Tabela 18. Atividade estrogénica, expressa através da média das Unidades de Fluorescéncia +
Desvio Padrdo (DP) de cada diluicdo testada através do teste RYA, dos extratos metandlicos dos
extratos de S. dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S. suberosus (Ss), de suas oito
substancias isoladas (1 a 8) e de sua mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-
trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), além dos controles negativo e positivo.

Amostras Unidades Fluorescéncia + DP Amostras Unidades Fluorescéncia + DP
(1g/poco) (1g/pogo)

Sd 4

0,2 324+21 0,01 231 +57
0,6 329+15 0,04 341 +40
1,7 328+6 0,1 1660 + 191**
5,0 286 +30 0,3 7368 + 846**
15,0 317+42 10 7735 + 1235**
C- 348+26 C- 238 +43
C+ 13271+ 1632 C+ 10194 + 1093
Sm 5

0,04 319+9 0,3 261 + 58
01 325+21 0,7 258 + 52
0,4 316+3 2,2 236 + 50
1,1 302+19 6,7 195 + 35
3,2 360 +52 20,0 141 + 31
C- 348+26 C- 238 +43
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0,06 356+69 04 216 + 56

0,6 3167 + 924** 3,3 213 +51

5,2 2159 +437** 30,0 147 + 39

C+ 13271 + 1632 C+ 9795 + 1252

Ss A

0,5 352+112 0,7 298 + 109

4,5 326 +105 6,7 181 + 45

C- 322+39 C- 201 + 63

0,2 310+23 0,5 263 + 106

1,7 290+23 44 260 + 111

15,0 180 +29 40,0 157 + 59

@]
+

10746 + 1122 C+ 7106 + 1445

no

M

o
\‘

282 +24 0,06 362 + 57

o
\‘

1101 + 143** 0,5 7050 + 2048**

Q

280+34 C- 280 + 34

0,1 281 +32

1,0 396 + 31

9,0 4214 + 940**

C+ 10746 + 1122
Controles: C-: negativo - DMSO (5%); C+: positivo — 17--estradiol (E;) a 10 nM. ** P < 0,01.
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de viabilidade (Estradiol + a dilui¢do de 1:30 do extrato) e positivo (Estradiol: E,).
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Gréfico 3. Valores de atividade estrogénica, em unidades de fluorescéncia, medida por 20 minutos, das cinco
diluicdes da substancia 2 (1,5,7-trihidroxi-3,6-dimetoxixantona) e de seus controles negativo (Controle-:
DMSO), de viabilidade (Estradiol + a diluicdo de 1:30 do extrato) e positivo (Estradiol: E,).
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Grafico 4. Valores de atividade estrogénica, em unidades de fluorescéncia, medida por 20 minutos, das cinco
diluicBes da substancia 3 (3,6,8-tetrahidroxi-2,5-dimetoxixantona) e de seus controles negativo (Controle-:
DMSO), de viabilidade (Estradiol + a diluicio de 1:30 do extrato) e positivo (Estradiol: E,).
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Grafico 5. Valores de atividade estrogénica, em unidades de fluorescéncia, medida por 20 minutos, das cinco
diluicBes da substancia 4 (1,3,6,8-tetrahidroxi-5-metoxixantona) e de seus controles negativo (Controle-:
DMSO), de viabilidade (Estradiol + a diluicdo de 1:30 do extrato) e positivo (Estradiol: E,).
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Graéfico 6. Valores de atividade estrogénica, em unidades de fluorescéncia, medida por 20 minutos, das cinco
dilui¢des da mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona) e de seus
controles negativo (Controle-: DMSO), de viabilidade (Estradiol + a diluicdo de 1:30 do extrato) e positivo
(Estradiol: E,).

4.6.2. Teste E-screen

Os resultados obtidos da andlise da estrogenicidade por meio da proliferacdo das
células MCF-7/BUS foram dispostos na Tabela 19. De acordo com os dados podemos
verificar que nenhum dos extratos foi considerado estrogénico, nas concentragdes utilizadas
neste ensaio, pois todos eles mantiveram o efeito proliferativo relativo (EPR) abaixo de 25%,
em todas as suas concentragdes testadas.

Ja entre as substancias isoladas 1 a 8, os dados mostram que todos, exceto o composto
6, foram considerados agonistas parciais dos REs, ou seja, induziram a proliferacdo das
células MCF-7/BUS entre 25 a 80%, em pelo menos uma de suas concentra¢@es testadas, em
relacdo aos controles negativo e positivo. O composto 6 foi considerado ndo estrogénico pois

manteve o seu EPR abaixo de 25% em todas as suas concentracdes testadas.
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Acompanhando os resultados obtidos pelas substancias isoladas, a mistura M também

foi considerada estrogénica no ensaio do E-screen alcancando proliferacdo celular acima de

80%, em mais de uma de suas concentracOes testadas e foi a Unica das amostras a ser

considerada como agonista total dos receptores de estrogeno.

Tabela 19. Atividade estrogénica expressa pela media e desvio padrdo (DP) das absorbancias
obtidas por cada concentracdo testada dos extratos (Sd, Sm, Sn e Ss), das substancias isoladas
(1 a 8 e da mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-
dimetoxixantona); pelo seu efeito proliferativo (EP) e pelo seu efeito proliferativo relativo

(EPR), avaliados pelo ensaio E-screen.

Amostra L - EPR  Amostra L - EPR
(ng/mL) Média DP EP (%) (ng/mL) Meédia DP EP (%)
Sd 3

C+ 0,188 0,032 2,01 C+ 0,158 0,032 1,38

Cm 0,093 0,017 Cm 0,115 0,018

3,0 0,062 0,006 0,66 4,1 0,147 0,061 1,28 75"
1,0 0,065 0,014 0,70 14 0,102 0,018 0,89 -
0,3 0,082 0,012 0,88 0,5 0,115 0,021 1,00 -
0,1 0,073 0,007 0,78 0,2 0,101 0,021 0,88 -
0,04 0,064 0,007 0,69 0,05 0,102 0,015 0,89 -
0,01 0,094 0,064 1,01 1? 0,02 0,083 0,007 0,73 -
Sm 4

C+ 0,153 0,040 2,10 C+ 0,172 0,039 2,09

Cm 0,073 0,006 Cm 0,082 0,017

0,9 0,068 0,015 0,93 - 37,5 0,097 0,013 1,18 178
0,3 0,057 0,009 0,79 - 12,5 0,081 0,009 0,99 -
0,1 0,072 0,005 1,00 - 4,2 0,127 0,011 154 49°
0,03 0,066 0,006 0,91 - 1.4 0,087 0,018 1,06 6°
0,01 0,060 0,007 0,83 - 0,5 0,080 0,017 0,98 -
0,004 0,075 0,016 1,03 3? 0,2 0,070 0,006 0,85 -
Sn 5

C+ 0,158 0,014 1,80 C+ 0,180 0,042 1,70

Cm 0,088 0,011 Cm 0,106 0,013

1,4 0,102 0,019 1,16 20% 37,0 0,100 0,013 0,95 -
0,5 0,095 0,016 1,08 10° 12,3 0,134 0,040 1,27 38"
0,2 0,102 0,013 1,16 20° 4.1 0,161 0,017 152 75
0,05 0,127 0,032 1,44 - 14 0,109 0,012 1,03 42
0,02 0,087 0,009 0,99 - 0,5 0,083 0,012 0,79 -
0,006 0,084 0,012 0,96 - 0,2 0,097 0,018 0,91 -
Ss 6

C+ 0,141 0,061 1,38 C+ 0,186 0,019 1,67

Cm 0,102 0,031 Cm 0,112 0,011

8,8 0,069 0,018 0,68 - 111,1 0,116 0,026 1,04 6°
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29
1,0
0,3
0,1
0,04

1
C+
Cm
41
14
0,5
0,2
0,05
0,02

2
C+
Cm
12,3
41
1.4
0,5
0,2
0,05

0,081
0,067
0,067
0,077
0,040

0,147
0,092
0,083
0,079
0,111
0,098
0,094
0,074

0,170
0,095
0,081
0,075
0,128
0,099
0,078
0,065

0,016
0,011
0,013
0,013
0,001

0,030
0,003
0,017
0,005
0,020
0,019
0,013
0,009

0,015
0,009
0,004
0,010
0,009
0,008
0,003
0,003

0,79
0,65
0,66
0,75
0,39

1,59

0,90
0,86
1,21
1,06
1,02
0,80

1,80

0,86
0,79
1,36
1,04
0,83
0,68

35°
10°
4a

44°
53

37,0
12,3
41
1,4
0,5

C+
Cm
1,4
0,5
0,2
0,05
0,02
0,006

M
C+
Cm
75,0
25,0
8,3
2,7
0,9
0,3

0,096
0,125
0,116
0,087
0,089

0,192
0,115
0,113
0,090
0,145
0,112
0,108
0,089

0,157
0,074
0,054
0,114
0,118
0,173
0,143
0,160

0,019
0,007
0,031
0,011
0,019

0,033
0,009
0,011
0,009
0,023
0,011
0,011
0,009

0,011
0,014
0,001
0,030
0,024
0,040
0,031
0,036

0,86
1,12
1,04
0,78
0,80

1,67

0,98
0,79
1,27
0,98
0,94
0,77

2,13

0,73
1,55
1,60
2,34
1,93
2,18

18
6&

49°
53
119°
83°
104°

C+: controle positivo, 17--estradiol a 10°® M; Cm: controle de meio, meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino livre de hormoénios (DMEM/ —H). a) ndo estrogénico; b) agonista
parcial; ¢) agonista total.

4.7. Modulacéo da Expressao Génica

4.7.1.Quantificagéo e pureza dos RNAs

Os dados de quantificacdo e de pureza dos RNAs, obtidos apds extragdo, das celulas

submetidas ao tratamento com a mistura M (Teste) e das células expostas somente ao meio

DMEM (Controle), foram dispostos na Tabela 20.

Pode-se observar que as amostras estavam puras, pois a razdo 260/280 estava acima

de 1,8 para todas elas e que quantidade suficiente de RNA foi obtido das células tratadas

(testes 1 a 3) e ndo tratadas (controles 1 a 3).
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Tabela 20. Quantidade e pureza das amostras de RNA obtidas das células MCF-7/BUS
tratadas (teste 1-3) e ndo tratadas (controles 1-3) com a mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-
metoxixantona e B-1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), obtida dos capitulos de S. nitens.

Amostras Quantidade (ng/pL) Razao 260/280
C1 37,2 2,214
Cc2 51,2 1,960
C3 198,8 2,124
T1 241,3 2,115
T2 226,8 2,069
T3 182,4 2,151

4.7.2.PCR Array

Os resultados da expressao génica nas células de carcinoma mamario (MCF-7/BUS)
tratadas com a mistura M, obtida dos capitulos de S. nitens, estdo representados pelo nimero
de vezes que diminuiram a expressao quando comparados as células controle (ndo tratadas).
Os valores mostrados na Tabela 21 representam a média do aumento ou da diminui¢do na
expressdo do gene em triplicata. Foram considerados somente 0s genes que apresentaram
ateracOes na expressdo com nivel de significancia p<0,05. Entre os 84 genes avaliados na via
de cancer de mama, 23 (27,4%) apresentaram alteracGes na expressdo quando comparados ao
controle. Desses, 21 (91,3%) apresentaram a expressao diminuida (ABCB1, AR, BCL2, ESR1,
GATA3, GRB7, KRT18, KRT19, KRT8, MAPK3, MGMT, MUC1, PGR, PTGS2, PYCARD,
SLIT2, SRC, TFF3, TGFB1, THBS1 e TP53) e 2 (8,7%) apresentaram a expressao aumentada

(ID1 e VEGFA).

Dos 23 genes que foram alterados, 11 deles (AR, BCL2, ESR1, ID1, MAPK3, MGMT,
MUC1, PGR, PTGS2, TP53 e VEGFA) estdo ligados a inibicdo ou ao favorecimento de morte
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das células cancerosas por apoptose. Desses, 7 estdo favorecendo esse fendmeno e todos
tiveram a sua expressdo diminuida em relacdo ao controle: BCL2 (-1,88), ESR1 (-2,64),
MAPK3 (-2,64), MGMT (-1,96), MUCL1 (-6,10), PGR (-2,21) e PTGS2 (-2,33). E 4 desses
estéo inibindo a apoptose e contribuiriam para a proliferacdo celular: AR (-2,29), ID1 (1,79),

TP53 (-1,80) e VEGFA (1,91).

Para todas as placas de PCR Array realizadas, controles para contaminacdo com DNA
gendmico e de transcriptase reversa foram avaliados e os resultados estavam de acordo com

as condicdes Otimas para 0 sucesso das reacdes (Anexo 3).
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As placas de PCR Array contém os controles enddgenos ACTB, B2M, GAPDH,
HPRT1 e RPLPO. Os valores de Cts obtidos para gene controle endégeno, em cada reacao
realizada, podem ser observados na Tabela 22. Considerando-se que a varia¢ao dos valores de
Ct de cada gene, entre os dois grupos avaliados (controle e teste) ndo foi critica para quatro
(ACTB, B2M, GAPDH e RPLPQ) dos cinco genes estudados, apenas esses quatro foram
considerados adequados para serem usados como controles endégenos. O gene HPRTL1 teve
variagOes criticas de Cts e foi desconsiderado da anélise. A média de Ct dos quatro genes foi

utilizada como controle enddgeno, conforme sugestdo do fabricante.

Tabela 22. Valores de Cts obtidos para cada controle endégeno em todos os PCR Array dos
controles e testes.

Gene Controle Teste

C, C, Cs T: T, Ts
ACTB 19,72 22,25 20,4 19,78 20,06 21,79
B2M 23,77 24,75 24,11 24,15 23,88 25,62
GAPDH 20,21 22,47 20,85 20,00 20,35 21,99
RPLPO 1768 19,37 18,38 17,23 17,66 19,14
Média 20,35 2221 20,94 20,29 20,49 22,13

Cy: placa 1 do controle; C,: placa 2 do controle; Cs: placa 3 do controle; T4: placa 1 do teste; T,: placa
2 do teste e T3: placa 3 do teste.

5. DISCUSSAO

5.1. Composicao da Mistura M

Uma vez que a mistura M apresentou resultados bastante pronunciados neste estudo,
uma ressalva importante a respeito de sua composi¢cdo deve ser feita. Apesar de ser uma
mistura de duas xantonas, a mesma foi avaliada através de ensaios de HPLC e Espectrometria

de massas e verificou-se que a xantona A estd em maior proporcao (95%) (CARDOSO et al.,
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2012; PACIFICO et al., 2011), sendo esta provavelmente a responsavel pelas atividades

encontradas na mistura.

5.2. Mutagenicidade e Antimutagenicidade

Numerosos estudos tém mostrado que a proporcdo de carcindgenos identificados como
mutagenos varia de aproximadamente 50-90% dependendo da estrutura do composto quimico
que esté sendo testado e dos critérios para sua sele¢do, e uma resposta positiva em Salmonella
prediz possibilidade de 77-98% de causar cancer em roedores (KIER et al.,, 2001,
MORTELMANS e ZEIGER, 2000; ZEIGER, 2001). Apesar de o teste de Ames ser
considerado simples e um antigo método de triagem apenas, esses dados afirmam a
importancia das avaliagdes de mutagenicidade através dessa metodologia.

Dados de avaliacdo da mutagenicidade de produtos naturais obtidos de plantas, através
do teste de Ames, sdo recorrentes na literatura. Ha um interesse grande na avaliacdo da sua
toxicidade genética, a qual tem sido avaliada em diversas plantas medicinais. Certos
flavonoides sdo considerados mutagénicos, enquanto outros inibem a mutagenicidade e
carcinogenicidade de outros mutagenos (BEN-RHOUMA et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2012; RAMOS et al., 2013; RESENDE et al., 2012a; 2012b).

Dessa maneira, tornou-se relevante investigar também ndo somente as atividades
bioldgicas, mas também avaliar o risco do uso, atraves das atividades mutagénica e
antimutagénica dos extratos S. dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S.
suberosus (Ss), de suas oito substancias isoladas, 1 (luteolina), 2 (1,5,7-trihidroxi-3,6-
dimetoxixantona), 3 (1,3,6,8-tetrahidroxi-2,5-dimetoxixantona), 4 (1,3,6,8-tetrahidroxi-5-
metoxixantona), 5 (7-metoxiluteolina-8-c-A-glicopiranosideo), 6 (7-metoxiluteolina-6-c-4-
glicopiranosideo), 7 (7,3 -dimetoxiluteolina-6-c-S-glicopiranosideo), 8 (6-hidroxiluteolina) e

da mistura M (A-1,3,6-trihidroxi-2-metoxixantona e B-1,3,6-triidroxi-2,5-dimetoxixantona),
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ja que os estudos sdo muito conflitantes. O dano e/ou a protecdo dessas substancias contra
danos no DNA ainda ndo estd complemente esclarecida (GULLUCE et al., 2013;
HALLIWELL et al., 2003; RUSSO et al., 2012; TAKEMURA et al., 2013), provavelmente
devido as diferentes caracteristicas da estrutura quimica e da variagdo inter e intra-ensaio
(CUSHNIE e LAMB, 2005).

De acordo com os resultados da avaliacdo da mutagenicidade, obtidos através do teste
de Ames, verificou-se que os resultados foram todos negativos, ou seja, nenhum dos extratos
e nem suas substéncias isoladas apresentam o potencial mutagénico, nas condigdes testadas.
Para a realizacdo dessa analise foram utilizadas as cepas TA100, TA98, TA97a e TA102 que
permitem avaliar a mutagénese por substituicdo de pares de base, deslocamento do quadro de
leitura por adicdo ou por delecédo de bases e danos oxidativos, respectivamente.

O passo seguinte nesse estudo foi avaliar as concentracdes ndao mutagénicas dos
extratos e substancias isoladas no mesmo Teste de Ames, mas agora utilizando a metodologia
de antimutagenicidade, onde essas amostras foram incubadas juntamente com mutagenos
diretos e indiretos conhecidos, e verificou-se que todas elas apresentaram atividade
antimutagénica.

Os resultados mostram que os extratos Sd e Sn apresentaram um forte efeito
antimutagénico contra a AFB1, NPD, BaP e MMC e um efeito moderado contra a AS. Sm e
Ss apresentaram forte efeito antimutagénico contra todos os mutagenos testados. Ja dentre as
isoladas, pode-se verificar que todas elas foram consideradas antimutagénicas e que inclusive
todas, exceto 3, foram mais antimutagénicas na linhagem TA100, diminuindo em até 62% (1);
51% (2); 89% (4); 69% (5); 75% (6); 85% (7); 75% (8) e 55% (M) a taxa de reverténcia
causada pela AFB;. A substancia 3 apresentou um efeito antimutagénico maior para linhagem
TA98, na presenca de metabolizacdo, e diminuiu em até 54% a mutagenicidade causada pelo

BaP.
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Alguns autores tambeém verificaram resultados semelhantes aos encontrados neste
estudo. Choi et al. (1994) verificaram que a luteolina (300ug/placa) exerceu um forte efeito
antimutagénico (>70%) contra a AFB; (1ug/placa). Em nossos resultados, pudemos verificar
que a luteolina, encontrada em todos os extratos avaliados neste estudo, exerceu um efeito
antimutagénico semelhante (62%) contra a AFB; (1x10°ug/placa). Recentemente, Huang et
al. (2013) verificaram a atividade antimutagénica frente ao mutageno direto, 4-nitroquinolina-
N-Oxido, e ao mutageno indireto, 2-aminoantraceno, nas linhagens TA100 e TA98,
respectivamente, de um extrato aquoso de Flos inulae, que tinha como seu composto
majoritario a luteolina.

Edenharder et al. (1997) verificaram que dentre varios grupos de flavonoides, as
flavonas exerciam efeitos antimutagénicos maiores frente ao composto 2-amino-3-
metilimidazo[4,5-f]quinolina (1Q), na linhagem TA98, comparados aos flavondis. Dentre elas,
foi verificada que a presenca de grupos hidroxila em sua estrutura favorece a atividade
antimutagénica e que a presenca de radicais glicosilados diminui essa atividade. Ainda,
verificaram que substituicdes nas flavonas por grupos hidroxilas nas posicbes 7, 3', 4 e 5
geraram compostos antimutagénicos; que hidroxilas no carbono 5 as tornava inefetivas; e
ainda que hidroxilas nos carbonos 3 e 6 ou metoxilas em C3' e C4’ as tornava comutagénicas,
na linhagem TA98.

Em nossos resultados, verificamos que de todas as flavonas avaliadas, apenas a
luteolina apresentou-se como um forte inibidor da mutagenicidade causada pelo BaP, na
linhagem TA98. As demais flavonas sédo derivados glicosilados (5= 7-metoxiluteolina-8-C-f-
glicopiranosideo; 6= 7-metoxiluteolina-6-C-g-glicopiranosideo; 7= 7,3 -dimetoxiluteolina-6-
C-p-glicopiranosideo) ou hidroxilados (8= 6-hidroxiluteolina) e apresentaram nenhum (5, 6 e
8, 1<25%) ou moderado (7, 1= 31%) efeito antimutagénico contra o BaP, na linhagem TA98,

provavelmente devido a presenca de aglcares nas posi¢cdes 7 e 3', de hidroxila na posi¢éo 6,
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fundamentais para que a atividade antimutagénica aconteca, e pela presenca de grupos
metoxilas como substituintes, que desfavorecem o acontecimento dessa atividade.

Adicionalmente, Edenharder e Tang (1997) verificaram a correlacdo entre a atividade
antimutagénica e a polaridade das moléculas de varios polifendis conhecidos e observaram
que o padréo de hidroxilagdo parece ser importante para alguns, como as flavonas, e pouco
importante para outros, como os flavonois. Verificou-se que maxima antimutagenicidade foi
encontrada para um derivado tetrahidroxilado da luteolina; que a metoxilagéo das hidroxilas
fenolicas sempre diminuia a antimutagenicidade dessa molécula; que o grupo carbonila no C4
é essencial para sua atividade; e que a sua antimutagenicidade dependia da presenca de grupos
polares, como OH, NH3 ou OCHs, nos carbonos 3, 4 ou 7, mas que essa diminuia com
interacdes com hidroxilas proximas ao C7. E ainda verificaram que xantoninas e xantonas
exerceram forte atividade antimutagénica contra o 2-nitrofluoreno, o 3-nitrofluoranteno e o 1-
nitropireno, em TA98.

Esses dados reforcam os obtidos neste estudo onde os derivados metoxilados de
luteolina tiveram uma atividade antimutagénica marginal em relacdo ao BaP, na linhagem
TA98, e que as xantonas A e B, da mistura M, mais as 2, 3 e 4, foram consideradas
antimutagénicas para a linhagem TA100 e TA98.

Ainda, podemos discutir os resultados encontrados neste ensaio através do
conhecimento a respeito dos mecanismos de a¢do dos agentes antimutagénicos, 0s quais séo
classificados em dois processos maiores, denominados desmutagénese e bio-antimutagénese.
Na desmutagénese, 0s agentes protetores, ou antimutagénicos, atuam diretamente sobre o0s
compostos que induzem mutacdes no DNA, inativando-os quimica ou enzimaticamente,
inibindo a ativacdo metabdlica de pré-mutagénicos ou sequestrando moléculas reativas. Na

bio-antimutagénese, os antimutagénicos atuam sobre o processo que leva a indugdo de
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mutacgdes, ou no reparo das lesdes causadas no DNA (ANGELI et al., 2009; KADA et al.,
1978).

Em qualquer sistema-teste, o tratamento com 0s agentes mutagénicos, que induzem as
mutacdes, e com 0 antimutagénico, que podera inibir o aparecimento de lesdes no DNA, pode
ocorrer simultaneamente ou em momentos diferentes, por meio de pré- ou pds-tratamento. Os
agentes antimutagénicos usados em pré-tratamento ou tratamento simultdneo podem atuar
como agentes desmutagénicos. A efetividade do agente antimutagénico no pds-tratamento
sugere que ele esteja atuando pelo mecanismo de bio-antimutagénese e esta relacionado ao
processo de reparo das mutacdes, como acontece com a vanilina (SASAKI et al., 1987) e com
0 &cido tanico (SASAKI et al., 1988).

Neste trabalho utilizamos o tratamento simultdneo com mutagenos conhecidos para
avaliar a capacidade das amostras de inibir o processo mutacional. Verificou-se que os quatro
extratos avaliados e as suas substancias isoladas foram antimutagénicos nas linhagens TA100
e TA98, exercendo efeito protetor frente as mutacGes causadas pela AFB; e pelo BaP,
respectivamente. Sugere-se que 0 mecanismo de acdo que envolve essa protecdo exercida
pelas xantonas e flavonas seja o de desmutagenése, provavelmente inibindo a ativacéo
metabolica destes compostos pelas enzimas presentes na fragdo S9 ou até mesmo dificultando
a ligacao dos mutagenos ao DNA.

O BaP e a AFB; séo agentes mutagénicos indiretos, que causam mutagdes do tipo
frameshift e que precisam ser metabolizados para exercerem seus efeitos carcinogénicos (KU
et al., 2007). Neste caso, 0s extratos e consequentemente as substancias isoladas de
Syngonanthus parecem inibir enzimas que ativam e detoxificam metabolicamente esse
mutageno, impedindo que o mesmo exerca seus efeitos deletérios. Os CYP1A e CYP2B estdo
induzidos na fragdo S9 (KU et al., 2007), dessa forma a inibicdo destas enzimas seria um dos

possiveis mecanismos pelos quais as amostras exerceriam seu efeito antimutagénico.
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Dados da literatura apontam para resultados semelhantes aos encontrados neste estudo
e acabam corroborando nossos achados. Edenharder et al. (1997) verificaram que flavonas e
flavondis sdo geralmente mais potentes inibidores de enzimas oxidantes, as mono-oxigenases
1A1 e 1A2 do sistema P450, do que as flavanonas, isoflavonas e chalconas e que essa
caracteristica seria a responsavel pelos seus resultados mais proeminentes em estudos de
antimutagenicidade. Ainda, esses mesmos autores verificaram que a luteolina reduziu em
34,5% os revertentes causados pelo derivado nitro-hidroxilado do composto 1Q (N-OH-1Q),
enquanto que outros flavondides como flavona, tangeritina, kaempferol, quercetina,
flavanona, naringina e hesperitina foram inativas. Este resultado é sugestivo de uma
penetracdo favorecida da luteolina nas células bacterianas, antes da exposicdo ao mutageno,
pois essa molécula interagiria com facilidade com membranas bioldgicas, e de uma inibicédo
das reacdes de esterificacdo de fase Il.

Bacon et al. (2003) demonstraram que o flavonoide quercetina (5—20uM) foi capaz de
inibir a formacéo de aductos induzidos pelo 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-f]-piridina
(PhIP) em hepat6citos humanos de maneira dose dependente. A reducdo da formacdo de
aductos se deu através da inibi¢do da enzima CYP1A2 (detectado por PCR em tempo real e
ensaios enzimaticos), principal enzima de fase 1, responsével pela bioativacao de PhIP.

Todos esses dados vém contribuir para um conhecimento mais aprofundado a respeito
do mecanismo de acdo das moléculas encontradas nas espécies de Syngonanthus

(Eriocaulaceae) e nos trazem mais seguranga a respeito de um possivel uso terapéutico delas.

5.3. Genotoxicidade e Antigenotoxicidade

Para se conhecer o potencial genotdxico e antigenotdxico de um determinado
composto, existem testes de genotoxicidade bem definidos e internacionalmente reconhecidos

pelas agéncias reguladoras como parte da bateria de testes recomendada para o registro de
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novos produtos que entram no mercado mundial (HAYASHI et al., 2000). O ensaio do
cometa é amplamente usado para deteccdo de danos ao DNA e reparo em células e tecidos de
animais e plantas (MOLLER et al., 2010).

Os dados de avaliagdo da genotoxicidade neste estudo nos mostram que, apesar de
existir um dano significativo verificado apds 4 horas de tratamento com os extratos Sd, Sn e
Ss e com as flavonas 1 e 5, esse dano é reparado pelas células, visto que nenhum dano foi

observado em 24 horas de tratamento.

E ainda, os dados da avaliagdo da antigenotoxicidade mostraram que 0s extratos Sm,
Sn e Ss e as isoladas 3, 4, 5, 6 e 7, além da mistura M, foram capazes de inibir os danos
causados pelo MMS no tratamento simultdneo de 30 minutos. As substancias 1 e 2 também

foram consideradas antigenotdxicas, mas no pos tratamento com o0 MMS, de 4 horas.

Portanto, se compararmos o0s resultados de genotoxicidade com os de
antigenotoxicidade, verificamos que dentre as isoladas, apenas 1 (luteolina) e 5 (7-
metoxiluteolina-8-C-S-glicopiranosideo) foram tanto capazes de induzir danos no DNA
quanto de protegé-lo quanto aos danos causados pelo MMS. A luteolina induziu danos no
DNA ap6s 4 horas de tratamento, em baixas concentracdes (0,1ug/ml), mas foi capaz de
proteger o material genético a partir de concentragcdes um pouco maiores (2,5ug/ml). J& o seu
derivado glicosilado foi capaz de, na mesma concentragdo (2,5ug/ml), induzir danos nas

células tratadas por 4 horas e também de impedir a acdo danosa do MMS em 30 minutos.

No sentido de contribuir para um maior entendimento a respeito das atividades
genotdxicas e antigenotdxicas, seu mecanismo de acdo e efeitos, exercidos por compostos
obtidos de produtos naturais mais comuns, dados de pesquisas realizadas desde a ultima

década até bem recentemente foram apresentados e discutidos.
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O efeito genotoxico e genoprotetor dos flavondides luteolina, kaempferol e apigenina
em linfécitos periféricos humanos, expostos e ndo expostos ao perdxido de hidrogénio
(H,O,), foram investigados através do Ensaio do Cometa por Rusak et al. (2010). Os
flavonoides revelaram um efeito genoprotetor significante em células expostas ao H,0, e em
células submetidas a longos periodos de incubacdo em meio de cultura. A luteolina, seguida
pela apigenina e pelo kaempferol, mostrou ser a mais efetiva em proteger o DNA dos danos
oxidativos gerados pelo peréxido de hidrogénio. Entretanto, os flavondides pesquisados
também induziram dano no DNA, indicando a sua capacidade pro-oxidante. O balanco entre a
protecdo do DNA contra o dano oxidativo e os efeitos pré-oxidantes foi fortemente
dependente da concentracdo do flavonoide e do periodo de incubacdo. Esses dados apontam
para o comportamento dubio da luteolina e corroboram os resultados conflitantes obtidos

neste estudo.

No mesmo contexto, Ferguson et al. (2005) e Marcarini et al. (2011) também
descreveram evidéncias de que alguns compostos podem tanto induzir como prevenir danos
no DNA. Por esta razdo, antes de se estabelecer qualquer estratégia quimiopreventiva, faz-se
necessario saber sob quais condicGes tal composto promove beneficios e previne danos no

genoma.

Os resultados obtidos neste estudo nos fazem refletir acerca dos beneficios e
maleficios de uma possivel utilizacio desses compostos na terapéutica contra o cancer. E
sabido que os danos no material genético causados por agentes mutagénicos tendem a ser
reparados por enzimas de reparo, mas, caso a célula se divida antes que o reparo ocorra, este
dano pode levar ao aparecimento de uma alteracdo permanente no DNA, que é dependente da

quantidade e tipo do agente genotdxico.
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Para o surgimento de um tumor, esta alteracdo deve ocorrer em determinadas regioes
de genes que estimulam (proto-oncogenes) e/ou inibam (genes supressores tumorais) a
proliferagéo celular, levando, assim, ao ganho ou perda da fungdo desses genes. Essas
alteracOes, invariavelmente, fazem com que a célula afetada tenha maior chance de adquirir
novas alteraces. Logo, os danos fixados no DNA, além de serem irreversiveis, sdo também
cumulativos, e apds um determinado ndmero de alteraces nesses genes, que variam entre 5 a
7, a célula torna-se neoplédsica (PINTO e FELZENSWALB, 2003). Portanto, entre a
exposicdo ao agente mutagénico/genotoxico e o inicio da carcinogénese existe uma ténue
linha; logo, ao ultrapassar esta linha, estes agentes passam a ser carcinogénicos, sendo

relevantes os mais variados estudos sobre o processo de mutagénese e carcinogénese.

Nesse sentido, o trabalho de Kozics et al. (2011) vem esclarecer alguns pontos cruciais
a respeito de como a estrutura dos flavonoides influencia na inibicdo dos danos causados pelo
BaP em células HepG2. Verificou-se que os flavonoides fisetina, kaempferol, galangina,
quercetina e luteolina, que sdo hidroxilados nas posicdes 3' e 4, do anel B, na posicéo 3 do
anel C e no anel A, foram capazes de inibir significativamente os efeitos genotdxicos
induzidos pelo BaP em um grau muito maior do que os flavonoides crisina, 7-hidroxiflavona,
7,8-dihidroxiflavona e baicaleina (hidroxilada no anel A), que mostraram inibicdo da
genotoxicidade estatisticamente significativa principalmente nas suas concentragdes mais
altas (10 a 25uM). Ainda, avaliaram a antigenotoxicidade da rutina, que contém a hidroxila da
posicao 3 no anel C substituida pelo agucar rutinose, e verificaram que a mesma nao foi capaz
de inibir efetivamente as mudancas genotdxicas induzidas pelo BaP. Esses resultados
mostram que o padrdo de hidroxilacdo dos flavonoides é crucial para o aparecimento da
atividade antigenotoxica e que a glicosilacdo a desfavorece. Portanto, esses dados apontam

para uma caracteristica positiva relativa a luteolina, também avaliada neste estudo frente as
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células HepG2, onde foi observada a sua capacidade de proteger essas células, que tem

intensa capacidade metabolizadora, contra danos no material genético.

Ainda, Rusak et al. (2010) descrevem os efeitos citotoxicos, genotoxicos e protetor do
material genético que os flavonoides desempenham e por quais mecanismos isso acontece.
Observou-se que os flavonoides desempenharam tais atividades através da influéncia que
exercem nas atividades de algumas enzimas, como a proteina quinase dependente de
fosfolipideo de calcio, a tirosina quinase, a fosforilase quinase, a fosfatidilinositol quinase e as
topoisomerases, além de influenciar na expressao da citocromo 1A1 e nos niveis celulares de
glutationa. E verificaram também que embora os flavonoides possam prevenir danos
celulares, causados pelos radicais livres, pela formacdo menos danosa de complexos atraves
da inducdo da enzima glutationa, os mesmos podem também atuar como pro-oxidantes pelo

mesmo mecanismo.

Portanto, esse estudo com os extratos e substancias isoladas de Syngonanthus, aliados
aos dados da literatura, vem contribuir para um maior conhecimento acerca do potencial
genotoxico e/ou protetor de danos no DNA dos polifendis, e visto que as substancias isoladas
2,3, 4,6 e 7 e amistura M, ndo foram consideradas genotdxicas nas concentracdes e
protocolos avaliados e ainda foram capazes de proteger o material genético contra danos
causados pelo agente alquilante MMS neste estudo, esses resultados, assim como os de
mutagénese e antimutagénese, também apontam para uma maior seguran¢a numa possivel

utilizacdo terapéutica desses compostos.

5.4. Citotoxicidade

Ensaios de atividade citotdxica representam uma ferramenta na avaliacdo de

compostos com potencial atividade terapéutica (PAILLARD et al., 1999). A importancia de
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se realizar testes preliminares de citotoxicidade em compostos com atividades bioldgicas
reside no fato desses testes detectarem se esses compostos causam morte das células ou outros
efeitos negativos nas funcdes celulares, o que os impediria de serem utilizados para fins
terapéuticos.

E no contexto do uso desses compostos frente a células cancerosas, a importancia de
se conhecer o potencial citotoxico de um composto se encontra na busca por compostos que
causem morte celular significativa e, de preferéncia, seletiva.

Baseado nisso, os extratos Sd, Sm, Sn e Ss e suas oito substancias isoladas, mais a
mistura M, foram avaliados quanto a sua capacidade de causar a morte celular das células de
hapatocarcinoma (HepG2) e de carcinoma mamario (MCF-7/BUS).

Os dados obtidos nos revelaram um maior potencial em causar a morte celular das
células HepG2 do que das MCF-7/BUS, no tratamento de 24 horas. Adicionalmente, as
células MCF-7/BUS foram avaliadas com os mesmos compostos por 144 horas, pois esses
resultados foram utilizados para delinear as concentragdes ndo toxicas que foram utilizadas no
ensaio de proliferacdo E-screen.

Para a linhagem de hepatocarcinoma, verificou-se que todos os extratos, exceto Sm, e
todos as substancias isoladas foram capazes de induzir morte celular acima de 20%. O extrato
Sn e as xantonas 3 e 4 e a mistura M, alcancaram indices de morte celular maiores que 50% e
seus 1Cso foram estabelecidos. Verificou-se que as xantonas isoladas foram 5 vezes menos
toxicas que a doxorrubicina para as células de hepatocarcinoma. Ja para a linhagem MCF-
7/BUS foram encontrados valores de 1Cso muito acima desse descrito para a doxorrubicina.

A doxorrubicina € um antibidtico antraciclico isolado da cultura do fungo
Streptomyces peucetius var. caesius, utilizado atualmente em varias neoplasias como
carcinomas de mama, pulmdes, tireoide e carcinomas ovarianos, por exemplo. Seu

mecanismo de acdo envolve a inibicdo da enzima topoisomerase Il e RNA polimerases,
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relacionadas a sintese de DNA. A doxorrubicina também se liga aos &cidos nucleicos pela
intercalacdo especifica do nucleo planar da antraciclina com a dupla hélice do DNA,
ocorrendo quebras uni ou bifilamentares. E ainda possui em sua estrutura um anel de quinona
e de hidroguinona com potencial de formacgdo de radicais livres que atuam como agentes
alquilantes importantes como agua oxigenada, ferro, hidroxila e calcio (KALYANARAMAN
et al., 2002; MYERS, 1998). A presenca de doxorrubicina e dos radicais livres formados séo
responsaveis por danos importantes no DNA (TEWEY et al., 1984). Possuindo também
atividade sobre a membrana celular, a doxorrubicina se liga tanto a ela como a proteinas
plasmaticas, alterando suas funcdes (TRITTON et al., 1978).

Mas apesar dessa terapéutica do cancer ser de grande valia, ao longo dos Gltimos anos,
uma mudanca de paradigma vem ocorrendo na area da oncologia. O foco no desenvolvimento
de novas drogas antitumorais é o uso de terapias alvo, visando o controle de vias ativas na
génese tumoral. Atualmente existe mais de 4000 drogas em desenvolvimento através de
estudos de fase I a IV no mundo e a uma parte importante delas pertence a classe de terapias
alvo (CENTERWATCH, 2012). Esta linha de pesquisa é proveniente da melhor compreensao
dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento tumoral. Algumas drogas
desenvolvidas através deste modelo ja se mostraram efetivas inclusive em estudos clinicos e
estdo incorporadas na pratica clinica atual como o uso de bloqueadores de EGFR,
bloqueadores de mTOR e antagonistas de VEGF.

Nesse contexto, os dados deste estudo referentes ao potencial citotoxico dos extratos e
substancias isoladas, obtidos de plantas do género Syngonanthus, vem contribuir na busca de

novos compostos que atuem contra as células cancerosas.
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5.5. Estrogenicidade

Dados da literatura apontam que moléculas obtidas de plantas podem ter um papel
benéfico nos cuidados da satde humana (ANTER et al., 2011; CUSHNIE e LAMB, 2005).
Alguns autores descrevem que algumas moléculas que sdo estruturalmente semelhantes ao
estradiol, podem atuar como interferentes enddcrinos e apresentar efeitos semelhantes ou
contrarios aos do estrogeno, e assim, serem tanto benéficas quanto maléficas para o individuo
que fizer uso (COLIN et al., 2008; HAVSTEEN, 2002; PLISKOVA et al., 2005; VIEIRA et

al., 2008; ZAND et al., 2002).

Embora alguns interferentes enddcrinos apresentem papéis deletérios para 0 homem,
existem relatos da literatura de que alguns deles, os fitoestrogenos, demonstram ter potencial
terapéutico e preventivo na ginecologia. Tem-se observado desde a ultima década que, com
interesse em maior seguranca, os fitoestrdgenos possam ser utilizados para substituir os

estrogenos na terapia de reposicao hormonal (HAYS et al., 2003).

Dados epidemioldgicos tem revelado que a ingestdo de alimentos contendo
fitoestrogenos pode prevenir o cancer de mama e outros canceres hormonio-dependentes
(INNOCENTI et al., 2007; TAKEMURA et al., 2013; VIRK-BAKER et al., 2010). Apesar de
décadas de estudos, os riscos e beneficios da terapia de reposi¢cdo hormonal com estrogenos
sintéticos em mulheres saudaveis na pds-menopausa permanece incerto (NAEYER et al.,
2004; INNOCENTI et al., 2007). A deficiéncia de estrogénio durante a menopausa pode
provocar muitos problemas de salde, tais como ondas de calor, também chamadas de
fogachos, insbnia, secura vaginal, dores articulares, alteracbes do humor, reducdo da
densidade 6ssea, doencas cardiovasculares e osteoporose (KANG et al., 2006).

A terapia estrogénica € muito empregada na sintomatologia vasomotora e nas

repercussdes genitais do hipoestrogenismo. Por estes motivos, a ingestdo de fitoestrégenos
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pode melhorar a qualidade de vida da mulher na pés-menopausa (VIEIRA et al., 2007).
Contudo, por exemplo, na etiologia do céancer de mama, os estrdgenos sintéticos
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do tumor. Sugere-se que 0S
mecanismos do estrogeno envolvidos na carcinogénese sejam estimulando a transformacao e
proliferacdo celular e/ ou agindo como iniciador do tumor através da inducdo de danos ao
DNA pelos seus metabdlitos.

A acdo inicial do tumor pode ser devido a hidroxilagdo do principal estrogeno
utilizado por mulheres na pré-menopausa, 17-p-estradiol em estrogeno catecol 2-
hidroxiestradiol (2-OHE,) e 4-hidroxiestradiol (4-OHE;). Quando ndo inativado, o estrogénio
catecol pode ser oxidado a quinonas reativas. Quinonas de 2-OHE, podem formar aductos de
DNA que se mantém estaveis no DNA, quando ndo reparado, mas quinonas de 4-OHE;
podem formar aductos de DNA depurinados, um evento comum de iniciacdo de tumor em
canceres humanos (VAN DUURSEN et al., 2004).

Takemura et al. (2013) descreveram o papel fundamental que a ingestdo de
flavonoides pode desempenhar na prevencdo do cancer de mama. Através da sua capacidade
quimiopreventiva, especialmente relacionada a regulacdo hormonal mediada por REs, ciclos
de oxi-reducao gerados pelos metabolitos do estrogeno e de sua inibicdo seletiva da enzima
CYP1B1, ja identificada como responsavel pela formacdo das quinonas reativas e
consequentes aductos de DNA, é que certos flavonoides estdo sendo associados com a
reducdo de cancer de mama.

Entretanto, é bem estabelecido que fitoestrogenos pertencem a diferentes classes de
compostos, portanto, estruturas quimicas sozinhas ndo sdo suficientes para predizerem a
atividade estrogénica. Por essa razao, investigacGes quimicas guiadas por ensaios biolégicos

podem acrescentar importantes informacoes a respeito da sua atividade estrogénica.

130



Dentro do propoésito da contribuicdo para a busca de fitoestrogenos, avaliou-se a
estrogenicidade, primeiramente utilizando a metodologia do Teste RYA e depois com o
Ensaio E-screen, de quatro extratos metandlicos dos capitulos das espécies, pertencentes a
Familia Eriocaulaceae, Syngonanthus dealbatus, S. macrolepsis, S. nitens e S. suberosus, oito
substancias isoladas (entre elas, flavonodides e xantonas) e mais a mistura (M) (A- 1,3,6-
trihidroxi-2-metoxixantona e B- 1,3,6-trihidroxi-2,5-dimetoxixantona), isolada dos capitulos

de S. nitens.

Os resultados obtidos na avaliagdo do teste RYA apontam o extrato metandlico de S.
nitens (Sn) como uma possivel fonte de fitoestrégenos, pois, foi o Unico dentre os extratos
testados, que apresentou resultados expressivos e estatisticamente relevantes no ensaio. Foi
verificado ainda que em seus capitulos e escapos foram encontrados flavonoides e xantonas,
sendo essas Ultimas encontradas apenas no extrato metandlico dos capitulos (PACIFICO et
al., 2011). No extrato metanolico de escapos de Sn e nos extratos das demais espécies foram
encontrados apenas flavondides (CARDOSO et al., 2012; PACIFICO et al., 2011; DA

SILVA, 2008).

Além dos extratos, as substancias 1 a 8, juntamente com a mistura M, foram testadas
no ensaio RYA. Os resultados apontam para a estrogenicidade das xantonas apenas (2, 3 e 4,

e da mistura M). Os flavondides 1, 5, 6, 7 e 8 ndo apresentaram resultados positivos.

Para explicar a estrogenicidade das xantonas encontradas nos capitulos de S. nitens,
relembrar-se-4& 0 mecanismo de interacdo de interferentes endécrinos com o RE, que foi
descrito por Hubbard et al. (2000). Nesse mecanismo sdo verificadas as caracteristicas
necessarias para que haja a interacdo dos receptores com os interferentes e as caracteristicas
que a prejudicam. O centro do RE é constituido de uma cavidade hidrofébica, a qual

reconhece uma variedade de compostos estruturalmente distintos. O reconhecimento €
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alcancado através da combinacdo de ligacdes de hidrogénio especificas e da
complementaridade de residuos hidrofébicos que recobrem a cavidade do receptor com a
natureza apolar dos ligantes. De acordo com essas caracteristicas, provavelmente moléculas
que apresentem hidroxilas livres, em posi¢des estratégicas (ex. opostas, como na molécula do
estradiol), e nlcleos esteroidais como os do estradiol, apresentardo afinidade com o RE e

consequentemente, atividade estrogénica.

As xantonas 2, 3 e 4, assim como as A e B, que compdem a mistura M, sdo moléculas
que apresentam um nucleo semelhante ao esteroidal, hidroxilas livres e metoxilas como
substituintes, ao invés das moléculas de acUcar presentes na maioria dos flavonoides
avaliados neste estudo (Figura 9). Essas caracteristicas sdao extremamente importantes e

discutem a favor da interacdo dessas moléculas com o RE.

Figura 9. Estruturas das xantonas e seus valores EEQ encontrados no teste RYA. No detalhe,
em vermelho, suas hidroxilas e, em azul, suas metoxilas.
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A xantonas 2 e 3 apresentaram atividade estrogénica moderada, sendo seus valores de
EEQ menores que os apresentados pela mistura M e pela xantona 4. E, a0 comparar as
estruturas quimicas destas moléculas, verificou-se que 2 e 3 apresentavam 2 metoxilas em seu
nucleo fundamental. J& as xantonas 4 e A apresentavam apenas uma metoxila na posicao 2.
Como 2 e 3, apresentaram resultados menos expressivos, sugere-se que a presenca de duas
metoxilas atrapalhe a interagdo com o RE e que apenas uma metoxila, presente, dificultaria

menos essa interacéo.

Algumas pesquisas relevantes no assunto da estrogenicidade abordam a relagéo entre a
estrutura dos compostos e a sua similaridade com a estrutura do estradiol e corroboram 0s
dados encontrados no ensaio RYA. Choi et al. (2008) verificaram que a substituicdo de
grupos hidroxila por grupos metoxila em flavonoides reduzia a afinidade de ligagdo com o
RE, indicando, portanto, que os grupos hidroxila sdo cruciais para a atividade de ligacéo.
Morito et al. (2002) verificaram que a andlise por raios-X da ligacdo do receptor £ com a
genisteina (Figura 10) sugere que a hidroxila da posic¢do 7 corresponde a hidroxila da posicéo
3 do 17-p-estradiol e a hidroxila da posicdo 4’ corresponde a hidroxila da posicdo 17 do
hormdnio. Verificaram também que a metoxilagdo e a glicosilagdo desses sitios geralmente

enfraquece a ligacdo com os RESs e a inducdo de expresséo génica.

OH

Figura 10. Comparagdo entre as estruturas da genisteina (laranja) e do 17-f-estradiol (preto).
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As xantonas, isoladas de S. nitens, apesar de apresentarem metoxilas em sua estrutura,
foram consideradas estrogénicas ao passo que as flavonas ndo, provavelmente devido a

posicao estratégica de suas hidroxilas e ao fato de a maioria das flavonas serem glicosiladas.

Ainda Choi et al. (2008) verificaram a afinidade de flavonas de se ligar ao RE e
observaram que elas apresentaram atividades estrogénicas fracas. Eles compararam a sua
atividade estrogénica com a de isoflavonas e avaliaram 0s seus aspectos estruturais, pois elas
apresentam similaridades. Observaram que apesar da apigenina ter um anel bifenil que
contém grupos hidroxilas nas posi¢des 5 e 7, assim como a genisteina, a posi¢do do anel B
ligado ao anel C é diferente e essa diferenca estrutural demonstrou diminuir a atividade
estrogénica (Figura 11). Esses dados também vém a corroborar os resultados obtidos, pois

relatam a fraca estrogenicidade associada as flavonas.

> (A)

(G)

Figura 11. Estruturas de (A) apigenina e (G) genisteina.

No ensaio RYA, utiliza-se a levedura Saccharomyces cerevisiae, que foi
geneticamente modificada através da insercdo de dois plasmideos. O primeiro, constitutivo,
codifica o receptor de estrdgenos humano (RE), sem que nenhum estimulo externo seja
necessario. O segundo plasmideo, carrega o gene Lac-Z, que codifica a enzima f-

galactosidase, tem sua expressdo controlada por ligantes do RE. Trata-se de um mecanismo
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bastante simplificado, onde apenas a interacdo dos ditos interferentes endécrinos com os RE,
e como essa pode ser facilitada ou dificultada, sdo abordados quando se busca uma explicagdo
para a estrogenicidade encontrada. Ja nos ensaios em que células, que possuem os RE em sua
membrana e sdo responsivas a eles, outros mecanismos podem ser abordados para explicar a

estrogenicidade encontrada atraves dessa metodologia.

Baseado nisso, discutem-se os resultados obtidos atraveés do ensaio E-screen, onde
células de carcinoma mamario (MCF-7/BUS) foram utilizadas. Essas células possuem os RE
e sdo responsivas a eles, além de possuirem outros mecanismos pertinentes somente a si

mesmas para contribuir para sua sobrevivéncia e proliferacao.

Dos resultados do ensaio E-screen, pode-se verificar que nenhum dos extratos foi
considerado estrogénico ou capaz de causar estimulo proliferativo nas células MCF-7/BUS
acima de 25%, em relacdo aos controles negativo e positivo (EPR) (SOTO et al., 1995). Ja
dentre as isoladas, todas, exceto a flavona 6, que foi inativa ou ndo estrogénica, foram
consideradas agonistas parciais dos RE, mantendo seus EPR entre 25 a 80% e, portanto,
causaram proliferacdo intermediaria das células MCF-7/BUS. A (nica amostra, dentre todas
avaliadas, a apresentar-se como agonista total dos RE foi a mistura M. Os dados de sua
avaliacdo mostram que ela apresentou estimulo proliferativo nas células MCF-7/BUS acima

de 80% em mais de uma de suas concentragOes testadas.

A partir desses dados, explica-se estrogenicidade dessas moléculas por mecanismos
que englobam os RE, mas também, permite-se abordar outros mecanismos de acdo. A
literatura reporta que, como mecanismos independentes dos REs, os fitoestrogenos podem
agir por meio da inibicdo de aromatase (RICE et al., 2007; VIRK-BAKER et al., 2010), por

estimulacdo da globulina que se liga aos hormonios sexuais, especificamente a testosterona e
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o estradiol, por alteracdes no metabolismo do estrogénio e pela inibicdo da reciclagem entero-

hepatica de estrogenos enddgenos e xenobidticos (PIERSEN, 2003).

Ainda, além de suas propriedades estrogénicas, os fitoestrogenos podem exibir outras
propriedades que contribuiriam para sua atividade proliferativa, como a inibi¢do da proteina
tirosina-quinase (AKIYAMA et al., 1987); do fator de necrose tumoral alfa (DANG et al.,
2003; VIRK-BAKER et al., 2010); das enzimas DNA topoisomerases | e Il (NAEYER et al.,
2004) e da quinase ribossomal (MOL e MONTALBAN, 2001). Existem também estudos
sobre seus efeitos antioxidantes (WEI et al., 1995; BARNES, 2010), anti-hipertensivos e
antiinflamatérios (KNIGHT e EDEN, 1995), propriedades capazes de interferir em uma
infinidade de vias de sinalizacdo do ciclo celular e eventos de apoptose, além do sinergismo
com fatores de crescimento induzindo a sintese ou ativacdo de outros receptores que nao 0s

estrogénicos (NAEYER et al., 2004).

Os dados destes ensaios de proliferacdo ndo nos permitiram estabelecer quais
estruturas seriam as responsaveis pela atividade estrogénica encontrada, ja que atraves desse
ensaio verificou-se o carater proliferativo tanto das xantonas como das flavonas, atestando
inclusive que, dentre as duas classes, havia substancias muito estrogénicas, como as xantonas
que compunham a mistura M, com EPR acima de 80%; como a xantona 3, com EPR de 75%,
em pelo menos uma de suas concentracgdes testadas; e a flavona 5, também com EPR de 75%.
Mas também essa metodologia mostrou que tanto algumas xantonas quanto algumas flavonas
tinham fraca capacidade estimulatéria sobre as células de carcinoma mamario, mostrando que
a luteolina (1) apresentou um EPR de 35%; as xantonas 2 e 4, EPRs de 44% e 49%,

respectivamente, e ainda que a flavona 8 apresentou um EPR de 40%.

Portanto, de todos os dados de estrogenicidade apresentados, tanto no Teste RYA,

como no Ensaio E-screen, podemos dizer que, dentre os extratos, Sn possui carater
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estrogénico, provavelmente devido a presenca de xantonas em sua composi¢do e que tanto
esse extrato, quanto as suas xantonas, especialmente a 4 e a A, da mistura M, poderiam ser
fonte de futuros estudos relacionados aos substituintes da terapia hormonal, depois que outros
ensaios, inclusive os ensaios in vivo de estrogenicidade, confirmassem seu carater estrogénico

e que ensaios de toxicidade atestassem seu carater ndo prejudicial.

5.6. Modulacéo da Expressdo Génica

A heterogeneidade celular e molecular dos tumores de mama e o grande numero de
genes potencialmente envolvidos no controle do crescimento, na morte e na diferenciacéo
celular, enfatizam a importancia de se estudar as mdaltiplas alteracdes genéticas que podem
ocorrer nas células tumorais. A anéalise de expressdo génica tem demonstrado a capacidade de
identificar as caracteristicas que refletem a biologia molecular e 0 comportamento do tumor,
podendo revelar novos marcadores genéticos, 0s que estdo relacionados a recorréncia e

progressao da doenga e com isso contribuir para a terapéutica antitumoral (ROSA, 2007).

No sentido de contribuir para maior conhecimento a respeito do mecanismo de agéo
pelo qual um composto pode agir na terapéutica antitumoral, foi empregada neste estudo a
metodologia de PCR Array que nos permitiu analisar o padréo diferencial da expressédo dos
principais genes envolvidos em diferentes vias como angiogénese, ciclo celular, apoptose,

adesdo, entre outras.

Entre os 84 genes avaliados na via de cancer de mama, 23 (27,4%) apresentaram
alteracdes na expressao quando comparados ao controle. Desses, 21 (91,3%) apresentaram a
expressao diminuida (ABCB1, AR, BCL2, ESR1, GATA3, GRB7, KRT18, KRT19, KRTS,
MAPK3, MGMT, MUC1, PGR, PTGS2, PYCARD, SLIT2, SRC, TFF3, TGFB1, THBS1 e

TP53) e 2 (8,7%) apresentaram a expressao aumentada (ID1 e VEGFA).
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No sentido de contribuir para um maior entendimento a respeito do mecanismo
molecular exercido pela mistura M, os possiveis efeitos da expressdo alterada dos 23 genes,
identificados neste estudo, dados de pesquisas realizadas desde a ultima década até bem

recentemente foram apresentados, discutidos e relacionados com 0s nossos resultados.

E conhecido que células de cancer de mama frequentemente dependem de estrégeno
para se proliferar. Com isso, o tratamento desse tipo de cancer com compostos
antiestrogénicos leva a alteragbes no ciclo celular ou apoptose. O efeito proliferativo do
estradiol é mediado por REa que regula multiplos fatores envolvidos no ciclo celular
(FRASOR et al., 2003). Em nosso estudo, a mistura M foi capaz de inibir em 2,64 vezes a
expressdo do gene ESR1, que codifica o receptor de estrdgeno alfa (RE«). Essa caracteristica
seria responsavel por diminuir a capacidade proliferativa das células MCF-7/BUS, porém o0s
resultados do ensaio do E-screen mostraram que essa mistura foi capaz de proliferar a célula,
evidenciando-a como um agonista total dos RE.

Os nossos resultados de PCR Array entdo, apesar de parecerem conflitantes com o0s
resultados obtidos nos ensaios de estrogenicidade, nos fazem refletir a respeito do mecanismo
de acdo das moléculas que constituem a mistura. Devemos considerar a hipdtese de que a
proliferacdo celular, encontrada no ensaio E-screen, pode ter vindo de outras vias, que ndo a
que englobam o RE, pois algumas substancias isoladas que foram consideradas proliferativas
no E-screen, apresentaram resultados negativos no RYA.

No teste RYA, utiliza-se a levedura Saccharomyces cerevisiae, que possui um
plasmideo constitutivo onde o gene HEO, o qual codifica para o receptor de estrogeno humano
(RE), esta presente. Trata-se de um mecanismo bastante simplificado, onde apenas a interagdo
da substancia-teste com os RE e a percepcao dessa interacdo pelo elemento responsivo ERE,
que estd num segundo plasmideo, é que explica a estrogenicidade encontrada. Portanto, a

expressao do gene do RE independe da quantidade ou da concentragdo de amostra utilizada e
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0 mecanismo de deteccdo de estrogenicidade necessariamente engloba esse receptor. J& nos
ensaios em que sao utilizadas as células MCF-7/BUS, que possuem 0s RE em sua membrana
e sao responsivas a eles, além da expressdo do gene (ESR1), que codifica para o RE, outros

mecanismos explicam a capacidade proliferativa encontrada para essa mistura.

A literatura reporta que a formacdo de neoplasias se da pelo desequilibrio entre a
proliferacéo celular (ciclo celular) e a apoptose (morte celular programada). Estes eventos séo
controlados por uma grande quantidade de genes, que, ao sofrerem mutacgdes, podem ter seus
produtos expressos de maneira alterada, iniciando a formacdo de um tumor. As mutagdes em
duas grandes classes de genes — oncogenes e genes supressores de tumores — tém papel
fundamental na indugdo do cancer. Esses genes codificam varios tipos de proteinas que

controlam o crescimento e a proliferacdo celulares (SILVA et al., 2013).

Os genes supressores de tumores atuam como freios das células; eles codificam
proteinas que retardam o crescimento celular e impedem as células de tornarem-se malignas.
Os oncogenes, por outro lado, codificam proteinas que promovem a perda do controle do
crescimento e a conversdao de uma célula normal para um estado maligno; como resultado, 0s
oncogenes atuam como aceleradores da proliferacdo celular e tumorigénese. S&o proto-
oncogenes que sofreram mutacdes ativadoras, ou seja, que passaram a ter ganho de funcéo ou
hiper-expressdo. Esses genes sao responsaveis por aumentar a proliferacao celular, ao mesmo
tempo em que inibem a apoptose, eventos que ddo inicio a uma neoplasia (SILVA et al.,

2013).

Dentre 0s genes que tiveram a expressao alterada neste estudo, sem duvida o mais
reportado na literatura é o TP53. Esse gene codifica uma proteina supressora de tumor que
contétm dominios responsaveis por ativacdo transcricional, ligacdo com DNA e

oligomerizacdo. A proteina codificada responde a diversos estresses celulares ao regular a
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expressao de genes alvo, induzindo, assim, parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia,
reparo no DNA ou alteragdes no metabolismo. As mutagdes neste gene estdo associadas com

uma variedade de canceres humanos, como a sindrome de Li-Fraumeni (NCBI, 2013).

A ativacdo da via de transducéo de sinal dependente de p53 € uma das respostas das
células cancerosas aos danos causados pela radiacéo ionizante (KASTAN et al., 1991). Ela
regula a inducdo de apoptose induzida por radiacdo (LOWE et al., 1993). Muitos estudos
recentes mostram que 0s canceres de mama que possuem mutacdes em p53 sdo mais
susceptiveis a recorréncia, tem um fenotipo mais agressivo, pior sobrevivéncia (JANSEN et
al., 1998) e estdo associados com o aumento de falha em pacientes tratados com radioterapia
p6s-mastectomia (ZELLARS et al., 2000). Em nossos experimentos, a mistura M causou a
diminuicdo da expressdo do gene TP53 (-1,80) e isso se relaciona fortemente com a
diminuicdo da susceptibilidade das células MCF-7/BUS a apoptose e pode ser um dos fatores

que contribuiu para a proliferacdo dessas células.

Outro gene avaliado neste estudo foi o ID1, que é um gene inibidor da diferenciacéo e
da ligagdo com DNA e que tem se mostrado estimulador da proliferacao celular e expresso em
células-tronco embrionarias, adultas e cancerosas (BARRETT et al., 2012; NAM et al., 2009;
PERK et al., 2005). Tem-se visto ainda que ID1 desempenha um papel importante na
angiogénese tumoral (LYDEN et al., 1999). ID1 esta mais expresso em células-tronco
neuronais e de gliomas (BARRET et al., 2012; NAM et al., 2009). A mistura M foi capaz de
aumentar a expressao do gene ID1 em 1,79 vezes, fato que pode ter contribuindo para

aumentar a proliferacdo das células MCF-7/BUS.

A mistura M ainda foi capaz de aumentar a expressao do gene VEGFA em 1,91 vezes.
Esse gene é um membro da familia de fatores do crescimento PDGF/VEGF e codifica uma

proteina que especificamente atua nas células endoteliais e possui varios efeitos, incluindo a
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mediacdo do aumento da permeabilidade vascular, a indugdo de angiogénese, a vasculogénese
e o crescimento celular endotelial, promovendo migracdo celular e inibindo a apoptose.
Angiogénese é a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de redes de capilares existentes.
Esse vaso sanguineo que cresce e se modela, que é uma parte normal do crescimento de
orgdos e da fisiologia adulta, pode ser recrutado para suprir tumores pela estimulacdo do
crescimento de novos ramos de vascularizagdo no orgao hospedeiro (BENDER e MAC-
GABHANN, 2013). A expressdo aumentada desse gene, causada pela mistura M, desfavorece

a apoptose e aumenta a proliferacdo celular.

O receptor de androgénios, um membro da superfamilia de receptores nucleares,
regula seus genes alvo através de elementos especificos responsivos a androgénios (ARE) em
regides promotoras. O gene AR tem sido extensamente estudado como um oncogene em
cancer de prostata e tem um papel estabelecido na carcinogénese de préstata. Entretanto,
evidéncias sugerem que o AR possa ter um efeito anti-tumorigénico em cancer de mama. A
manutengdo da fungdo do AR em tumores de mama de pacientes tem sido relatada como
significativamente associada com aumento da sobrevida e bom prognostico (AGOFF et al.,
2003; LOIBL et al., 2011; OGAWA et al., 2008). Estudos anteriores sugerem que 0S
androgénios também podem induzir apoptose em células de cancer da mama (KAMPA et al.,
2005; KANDOUZ et al., 1999). Até agora, 0 mecanismo de como androgénios suprimem a
proliferacdo e induzem a apoptose no cancer da mama ndo é completamente compreendido. A
mistura M causou a inibigdo da expressdo desse gene em 2,29 vezes, 0 que também pode ter

contribuido para a proliferacéo das células MCF-7/BUS.

Os genes GATA3 e THBSL1 tiveram a sua expressao diminuida pela mistura M em 2,51
e 1,81 vezes, respectivamente. A funcdo desses genes ndo esta relacionada com apoptose ou,
consequentemente, proliferacdo celular, portanto a sua expressdo diminuida ndo se relaciona

aos resultados obtidos nos outros testes aplicados a mistura M, mas como esses genes estao
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associados a angiogénese e metastase, seus dados serviram para compreendermos melhor o

mecanismo de acdo das xantonas que compdem a mistura M.

Na glandula mamaria adulta, GATA3 atua sobre epitélio ductal para manter a
diferenciacdo de células epiteliais luminais (ASSELIN-LABAT et al., 2007; KOUROS-
MEHR et al., 2008a; 2006); portanto, GATA3, é reconhecido como um regulador chave do
desenvolvimento do tecido mamario e a formacdo da glandula mamaria. Estudos com técnicas
de expresséo diferencial de genes tém mostrado que GATA3 € mais expresso em canceres de
mama RE-positivo de fase inicial do que em outros canceres invasivos de mama RE-negativo,
que estdo associados a piores resultados (BERTUCCI et al., 1999; 2000; GARCIA-CLOSAS
et al., 2007; HOCH et al., 1999; MEHRA et al., 2005; SORLIE et al., 2001; YANG et al.,
1999). De acordo com esses dados, hd um estudo que mostra uma correlagdo significativa
entre elevados niveis de GATA3 e capacidade de resposta do cancer de RE-positivo a terapia
hormonal (PARIKH et al., 2005). Em conjunto, esses dados indicam que GATA3 emerge
como um forte preditor de diferenciacdo do cancer de mama, da capacidade de resposta ao
estrogénio, e do resultado clinico favoravel. Ainda, GATA3 tem sido associado ao aumento da
diferenciacdo de células cancerosas e posterior supressdo de metéstases, através da reversao
de um evento conhecido como transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT), do inglés, epithelial-
mesenchymal transition (KOUROS-MEHR et al., 2008b). Portanto, a diminuicdo da
expressdo desse gene (-2,51), causado pela mistura M, desfavorece a terapia hormonal no

cancer RE-positivo e aumenta a ocorréncia de metastases.

O gene THBS1 codifica a proteina trombospondina, que é uma proteina anti-
angiogénica (REN et al., 2006). A expressdo do gene THBS1 estd basalmente inibida em
celulas cancerosas, mas substancias podem estimular a sua expressdo (GLINSKII et al., 2009)

e tal atividade é uma via contraria a sobrevivéncia das células cancerosas, pois a angiogénese
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permanece inibida. A mistura M diminui a expresséo desse gene (-1,81) e pode favorecer o

aumento da angiogénese.

Mas ao contrario das funcBes deletérias descritas anteriormente, ocasionadas pela
alteracdo da expressdo dos genes TP53, ID1, VEGFA, AR, GATA3 e THBS1, a mistura M foi

capaz inibir funcdes deletérias de alguns genes ou de estimular a funcdo benéfica de outros.

A expressdo do proto-oncogene BCL2 foi inibida pela mistura M (-1,88). Esse gene €
capaz de proteger a célula cancerosa da apoptose, permitindo que células danificadas
geneticamente continuem a se replicar (CHEN et al., 2000). A presenca de altos niveis da
proteina bcl-2, aumentando a sobrevida da célula pode facilitar a aquisicdo de mutacGes em
outros genes supressores tumorais e oncogenes resultando numa expansdo clonal atipica
(KANNAN et al., 1998). Drachenberg et al. (1997) afirmaram ser possivel também a
expressao nuclear da proteina bcl-2, mais em tumores malignos. A localizacdo nuclear da
proteina bcl-2 esta relacionada provavelmente a sua funcao na protecdo do DNA contra a acéo
das endonucleases, inibindo a apoptose. Portanto, a inibicdo desse proto-oncogene pela
mistura M seria um facilitador da apoptose e um ponto positivo no que diz respeito ao seu

possivel uso com antitumoral.

MGMT € um gene que esta associado ao reparo de lesbes no DNA, através da inducao
da enzima O6-metilguanina-DNA metiltransferase. Diminuigdes na expressao desse gene
causam diminuicdo no reparo e acimulo de danos, induzindo a célula a apoptose (JI et al.,
2012). A mistura M diminuiu a expressdo desse gene (-1,96) e isso pode explicar a morte

celular induzida pelos compostos que compdem a mistura.

A glicoproteina humana tipo mucina, MUC1, é encontrada na membrana plasmatica
de células secretoras epiteliais normais. O gene MUCL é expresso em niveis elevados em toda

a superficie das células de carcinoma. A alta expressdo de MUCL encontrada em carcinomas
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humanos e certas malignidades hematoldgicas induz a transformacdo e a resisténcia a
apoptose induzida por agentes genotdxicos, espécies reativas de oxigénio e de hipoxia.
Estudos demonstram que a MUCL1 se liga diretamente a caspase-8 e, assim, impede a ativacdo
da via do receptor de morte apoptética por via extrinseca (AGATA et al., 2008). MUCL foi o
gene mais negativamente regulado pela mistura M (-6,10), o que indica um aumento da
suscetibilidade a apoptose.

A via de MAPK/ERK (proteina-quinase ativada por mitdgeno) é uma das vias de
sinalizagdo mais importantes e estudadas, pois, regula o crescimento, a proliferacao,
diferenciacdo e sobrevivéncia de muitos tipos de células (ORTON et al., 2005). As MAPK
abrangem grande numero de proteinas, tais como ERK1-ERK3 (quinase regulada por sinal
extracelular), codificadas pelos genes MAPK1(ERK2) e MAPK3(ERK1). A ativacdo da via de
ERK1/2 é normalmente associada a proliferacdo e a sobrevivéncia celular (BACUS et al.,
2001; YEH et al., 2004, ZHENG et al., 2007). A mistura M regulou negativamente a
expressao do gene MAPK3 (-2,64), mais um ponto que desfavorece a sobrevivéncia da célula
cancerosa.

A prostaglandina-endoperdxido sintase-2 (PTGS2) codifica a enzima COX-2, que
catalisa a conversdo do acido araquidonico a prostaglandinas (PGs) e outros eicosanoides. A
expressao de PTGS2, que ndo € detectavel na maioria dos tecidos normais, € induzida em
resposta a hipdxia, a citocinas inflamatorias, a promotores de tumores, a fatores de
crescimento e outros fatores de stress (LIU et al., 1999; SCHMEDTJE et al., 1997). O gene
PTGS2 esta envolvido na carcinogénese, na supressdo da resposta imune, na inibigdo da
apoptose, na angiogénese e na invasao das células tumorais e metéstases. Estudos recentes
tém indicado que a variacdo genética de PTGS2 esta associada a suscetibilidade ao cancer de
mama (DOSSUS et al., 2010; LANGSENLEHNER et al., 2006). A mistura M foi capaz de

diminuir a expressao do gene PTGS2 (-2,33) e com isso pode estar favorecendo a apoptose.
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O gene TFF3 (trefoil factor 3), é um oncogene e media a resisténcia anti-estrogénica
em carcinomas mamarios humanos. Expressdes aumentadas desse gene em células de
carcinoma mamario aumentam proliferacdo e sobrevivéncia, aumentam o crescimento
independente de ancoragem e promovem migracdo e invaséo. Por outro lado, a neutralizagédo
desse gene por anticorpos, promove apoptose, diminui o crescimento celular in vitro e para o
crescimento de tumores xenograficos de mama. Ainda, a expressdo aumentada de TFF3 esta
significativamente relacionada com a diminuicdo da sobrevivéncia de pacientes, com cancer
de mama RE-positivo, tratados com tamoxifeno. A expressdo forcada de TFF3 em
carcinomas mamarios aumentou a atividade transcricional do RE, promoveram o crescimento
independente de estrogeno e produziram resisténcia ao tamoxifeno e ao fulvestranto in vitro.
O antagonismo funcional de TFF3, portanto, merece considera¢cdo como uma nova estratégia
terapéutica para o carcinoma mamario (KANNAN et al., 2010). A mistura M foi capaz de
diminuir a expressdo desse gene em 1,97 vezes, sendo mais uma caracteristica positiva a ser

agregada ao seu mecanismo de acéo.

Os genes TGFB1, SRC, ABCB1, PGR e KRT19 também tiveram a sua expressao
alterada e, mesmo nédo estando relacionados com o aumento da susceptibilidade a apoptose,
merecem ser ressaltados pois sdo pontos favoraveis a respeito do mecanismo de acdo da

mistura M.

A expressdo do gene TGFB1 foi regulada negativamente (-2,48) pela mistura M. Esse
gene é o maior responsavel pela indugcdo de EMT. EMT é um processo estritamente
controlado e é geralmente induzido por sinais extracelulares. Membros da familia de fatores g
de transformacdo do crescimento estdo entre os principais e melhor caracterizados indutores
de EMT durante o processo de embriogénese e na patogénese do cancer (POLYAK e
WEINBERG, 2009). A metastase tumoral é um processo que comeca com a migracdo da

célula tumoral e invasdo. Estas propriedades muitas vezes requerem a transicdo epitelial-
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mesenquimal (EMT), durante o qual as células epiteliais bem polarizadas e adesivas perdem a
polaridade e a adesdo intercelular mediada por caderinas, e adquirem um fenotipo
fibroblastoide ou mesenquimal de alta motilidade (POLYAK e WEINBERG, 2009; THIERY
e SLEEMAN, 2006). Com a expressao diminuida desse gene, ocorre o desfavorecimento das

metastases.

Outro gene associado ao desfavorecimento de metéstases € o SRC, que também foi
regulado negativamente (-1,94) pela mistura M. Esse gene esta envolvido na regulacdo de
EMT induzida por TGF-51 em células sem o gene nm23-H1. Os resultados de Zhang et al.
(2011) implicam que a SRC quinase tem um efeito direto sobre a EMT induzida por TGF-1

e € regulado negativamente por NM23.

Ja o gene ABCB1, que também foi regulado negativamente (-2,83) pela mistura M,
tem sua expressdo associada a resisténcia a quimioterapia. As resisténcias intrinseca e
adquirida a drogas quimioterapicas sdo uma barreira para o sucesso da quimioterapia do
cancer, e proteinas ABC (ATP binding cassete), que funcionam como bombas de efluxo de
drogas, estdo fortemente relacionadas a um mecanismo importante da resisténcia a
quimioterapia (SZAKACS et al., 2006). A superexpressio de ABCB1 [P-glicoproteina (Pgp);
MDR1] e ABCG2 [proteina de resisténcia a cancer de mama (BCRP); proteina de resisténcia
mitoxantrona (MXR)] esta associada a resultados ruins no tratamento de quimioterapia na
leucemia mieloide aguda (LMA) (BENDERRA et al., 2004; DAMIANI et al., 2006) e em
outras doencas malignas. Dada a forte associacdo da superexpressédo de ABCB1 e ABCG2 com
falha do tratamento em LMA, a exploracdo de inibidores de ambas as proteinas e de novas
abordagens para a superacdo da resisténcia a drogas mediadas por ambas as proteinas se
justifica. A mistura M, por inibir significativamente a expressao do gene ABCB1, estaria entdo

associada a diminuicdo da resisténcia a quimioterapia.
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O gene PGR que codifica receptores de progesterona € um importante gene que tem
sua transcricdo diretamente regulada pelo REa. Para confirmar a importancia do 17-4-
estradiol na expressdao de PGR através de REa, Won Jeong et al. (2012) trataram células
MCF-7 com o antagonista de REa ICI 182.780 e esse tratamento inibiu a expressédo de PGR.
Por outro lado, células REa- (RE-negativo) ndo alteraram niveis de expressdo de PGR apds
tratamento com o estradiol, isso mostra a relacdo entre a diminuigéo da expresséo de PGR (-
2,21) e ESR1(REa) (-2,64), causadas pela mistura M.

Outro exemplo de que o estrogeno regula a proliferacdo e propriedades invasivas de
células de cancer de mama que apresentam receptor de estrogeno foi relatado por Choi et al.
(2000), que identificaram que a queratina 19 (K19), codificada pelo gene KRT19, um dos
principais filamentos intermediarios celulares, esta sob regulacéo rapida e direta do estrogénio
em células MCF-7. O acumulo maior de proteina K19 é observada por 8 horas ap6s exposicao
ao estradiol e esses niveis continuam aumentando em até 24-48 horas ap0s o tratamento. A
supressdo do gene KRT19 apds a adicdo de ICI 182.780 (antiestrogénico) sugere que
receptores estrogénicos sao responsaveis por essa regulacdo. A K19 é uma das principais
proteinas do citoesqueleto das células epiteliais e representa um marcador para celulas
tumorais epiteliais. Além disso, esta relacionada a disseminacdo metastatica precoce devido a
sua liberacdo na corrente sanguinea. Essa proteina pode ser encontrada na medula-0ssea de
pacientes com cancer mama levando a metastase (ALIX-PANABIERES et al., 2009). A
mistura M foi capaz de inibir a expressdo do gene KRT19 (-2,26) e por isso pode estar
também associado a diminuicdo de metastases.

Portanto, dessa avaliacdo, verificamos que dos 23 genes que foram alterados, 11 deles
(AR, BCL2, ESR1, ID1, MAPK3, MGMT, MUC1, PGR, PTGS2, TP53 e VEGFA) estdo
ligados a inibicdo ou ao favorecimento de morte das células cancerosas por apoptose. Desses

11, 7 estdo favorecendo esse fendmeno e todos tiveram a sua expressdo diminuida em relacédo
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ao controle: BCL2 (-1,88), ESR1 (-2,64), MAPK3 (-2,64), MGMT (-1,96), MUCL1 (-6,10),
PGR (-2,21) e PTGS2 (-2,33). Ainda como ponto positivo do mecanismo de agdo da mistura
M, essa foi capaz de diminuir a expressao de 3 genes [TGFB1 (-2,48), SRC (-1,94) e KRT19 (-
2,26)] relacionados com a disseminagdo de mestastases. Essa inibicdo desfavoreceria esse
processo. E, ainda, foi capaz de diminuir a expressdo de 2 genes [TFF3 (-1,97) e ABCBL1 (-
2,83)], relacionados como estimuladores de resisténcia a drogas. Essa inibicdo, portanto,

favoreceria 0 sucesso na quimioterapia.

Mas por outro lado, a mistura M foi capaz de alterar a expressao de genes que inibem
a apoptose e contribuiriam para a proliferacao celular: AR (-2,29), ID1 (1,79), TP53 (-1,80) e
VEGFA (1,91). E também alterou a expressdo do gene GATA3 (-2,51), relacionado com a

disseminacédo de metastases, e do gene THBS1 (-1,81), que aumentaria a angiogénese.

No balanco entre a estimulacdo de genes relacionados a progressdo do tumor e a
inibicdo desses, a mistura M, que foi capaz de inibir a maioria dos genes, mostrou ter um bom
potencial antitumoral. Ainda, essa avaliacdo dos genes envolvidos na tumorigénese do cancer
de mama vem contribuir para um maior entendimento a respeito do mecanismo molecular
exercido pela mistura M, que foi isolada dos capitulos de Syngonanthus nitens, e nos permite
conhecer melhor as funcGes e as consequéncias de seu uso na terapéutica, caso Seus

compostos venham a ser utilizados.
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6. CONCLUSOES

Através do Teste de Ames, verificou-se que nenhum dos extratos e nem suas
substancias isoladas apresentaram potencial mutagénico, mas que os extratos e substancias
isoladas apresentaram um efeito antimutagénico de forte a moderado contra todos os
mutagenos testados.

Da avaliagcdo da genotoxicidade, podemos concluir que, apesar de existir um dano
significativo verificado apds 4 horas de tratamento com os extratos Sd, Sn e Ss e com as
flavonas 1 e 5, esse dano é reparado pelas células, visto que nenhum dano foi observado em
24 horas de tratamento. E ainda que os extratos Sm, Sn e Ss e todas as isoladas, exceto 8,
foram capazes de inibir os danos causados pelo MMS.

Os dados da avaliacdo da citotoxicidade nos revelaram um bom potencial dos extratos
e substancias isoladas de Syngonanthus sp em causar a morte celular das células HepG2 e
MCF-7/BUS. Na HepG2, todos extratos, exceto Sm, e todos as substancias isoladas foram
capazes de induzir morte celular significativamente. J& para a linhagem MCF-7/BUS foram
encontrados valores menores de atividade citotoxica, mostrando a menor susceptibilidade a

morte dessas células.

Os resultados obtidos pelo teste RYA apontam o extrato metandlico de S. nitens (Sn)
como uma possivel fonte de fitoestrégenos, pois, ele foi o Gnico, dentre os extratos testados,
gue apresentou resultados expressivos e estatisticamente relevantes no ensaio. Os resultados
também apontam para a estrogenicidade das xantonas (2, 3 e 4, e da mistura M). Ja dos
resultados do ensaio E-screen, pode-se verificar que nenhum dos extratos foi considerado
estrogénico. Dentre as isoladas, todas, exceto a flavona 6, que foi inativa ou ndo estrogénica,
foram consideradas agonistas parciais dos RE. Ainda, verificou-se que a mistura M causou o
maior estimulo proliferativo nas células MCF-7/BUS. Portanto, podemos dizer que, dentre 0s

extratos, Sn possui carater estrogénico, provavelmente devido a presenca de xantonas em sua
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composicao e que tanto esse extrato, quanto as suas xantonas, especialmente a 4 e a A, da
mistura M, poderiam ser fonte de futuros estudos relacionados aos substituintes da terapia
hormonal, depois que outros ensaios, inclusive os ensaios in vivo de estrogenicidade,
confirmassem seu carater estrogénico e que ensaios de toxicidade atestassem seu carater nao

prejudicial.

E por fim, da avaliacdo da modulacdo da expressdo génica, verificou-se que dentre 0s
84 genes avaliados na via de cancer de mama, 23 (27,4%) apresentaram alteracfes na
expressao quando comparados ao controle. Desses, 21 (91,3%) apresentaram a expressao
diminuida (ABCB1, AR, BCL2, ESR1, GATA3, GRB7, KRT18, KRT19, KRT8, MAPKS,
MGMT, MUC1, PGR, PTGS2, PYCARD, SLIT2, SRC, TFF3, TGFB1, THBS1 e TP53) e 2
(8,7%) apresentaram a expressdo aumentada (ID1 e VEGFA). Desses, a maioria esta
relacionada com susceptibilidade a apoptose, favorecimento ou inibicdo de metéstases, com a
regulacdo dos hormdnios sexuais e susceptibilidade aos danos no DNA. No balanco entre a
estimulagdo de genes relacionados a progressdo do tumor e a inibicdo desses, a mistura M,

que foi capaz de inibir a maioria dos genes, mostrou ter um bom potencial antitumoral.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1. Tabela de genes avaliados na técnica do PCR Array.

Simbolo

Descricéo

Nome do Gene

ABCB1

ABCG2

ADAM23
AKT1

APC
AR

ATM

BAD
BCL2
BIRC5
BRCA1

BRCA?2
CCNA1l
CCND1
CCND2

CCNE1
CDH1

CDH13
CDK?2
CDKN1A

CDKN1C

CDKN2A

CSF1

ATP-binding cassette, sub-family B
(MDR/TAP), member 1
ATP-binding cassette, sub-family G
(WHITE), member 2

ADAM metallopeptidase domain 23

V-akt murine thymoma viral
oncogene homolog 1

Adenomatous polyposis coli
Androgen receptor

Ataxia telangiectasia mutated

BCL2-associated agonist of cell death
B-cell CLL/lymphoma 2
Baculoviral IAP repeat containing 5
Breast cancer 1, early onset

Breast cancer 2, early onset

Cyclin A1
Cyclin D1
Cyclin D2
Cyclin E1
Cadherin 1, type 1, E-cadherin
(epithelial)

Cadherin 13, H-cadherin (heart)
Cyclin-dependent kinase 2
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
(p21, Cipl)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C
(p57, Kip2)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
(melanoma, p16, inhibits CDK4)

Colony stimulating factor 1

ABC20, CD243, CLCS, GP170,
MDR1, MGC163296, P-GP, PGY1
ABC15, ABCP, BCRP, BCRP1,
BMDP, CD338, CDwa338,
EST157481, MGC102821, MRX,
MXR, MXR1
MDC3
AKT, MGC99656, PKB, PKB-
ALPHA, PRKBA, RAC, RAC-
ALPHA
BTPS2, DP2, DP2.5, DP3, GS
AIS, DHTR, HUMARA, HYSP1,
KD, NR3C4, SBMA, SMAX1, TFM

AT1, ATA, ATC, ATD, ATDC, ATE,

DKFZp781A0353, MGC74674,
TEL1, TELO1
BBC2, BCL2L8
Bcl-2
APl4, EPR-1
BRCAI, BRCC1, BROVCAI, IRIS,
PNCAA4, PSCP, RNF53
BRCC2, BROVCAZ2, FACD, FAD,
FAD1, FANCB, FANCD, FANCD1,
GLMS3, PNCA2
BCL1, D11S287E, PRAD1, U21B31
KIAKO0002, MGC102758
CCNE
Arc-1, CD324, CDHE, ECAD,
LCAM, UVO
CDHH, P105
p33(CDK?2)
CAP20, CDKN1, CIP1, MDA-6, P21,
SDI1, WAF1, p21CIP1
BWCR, BWS, KIP2, WBS, p57

ARF, CDK4l, CDKN2, CMM2,
INK4, INK4A, MLM, MTS-1, MTS1,
P14, P14ARF, P16, P16-INK4A,
P16INK4, P16INK4A, P19, P19ARF,
TP16
MCSF, MGC31930
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CST6
CTNNB1

CTSD
EGF
EGFR

ERBB?2

ESR1

ESR2

FOXAl
GATA3

GLI1
GRB7

GSTP1
HIC1
ID1

IGF1

IGF1R

IGFBP3

IL6
JUN
KRT18
KRT19
KRT5
KRT8
MAPK1

MAPK3

MAPKS8

MGMT

(macrophage)
Cystatin E/M
Catenin (cadherin-associated protein),
beta 1, 88kDa
Cathepsin D

Epidermal growth factor
Epidermal growth factor receptor

V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 2,
neuro/glioblastoma derived oncogene
homolog (avian)

Estrogen receptor 1

Estrogen receptor 2 (ER beta)

Forkhead box Al
GATA binding protein 3

GLI family zinc finger 1
Growth factor receptor-bound protein
7
Glutathione S-transferase pi 1
Hypermethylated in cancer 1
Inhibitor of DNA binding 1, dominant
negative helix-loop-helix protein
Insulin-like growth factor 1
(somatomedin C)
Insulin-like growth factor 1 receptor

Insulin-like growth factor binding
protein 3
Interleukin 6 (interferon, beta 2)

Jun proto-oncogene
Keratin 18
Keratin 19
Keratin 5
Keratin 8
Mitogen-activated protein kinase 1

Mitogen-activated protein kinase 3

Mitogen-activated protein kinase 8

0O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase

CTNNB, DKFZp686D02253,
FLJ25606, FLJ37923
CLN10, CPSD, MGC2311
HOMG4, URG
ERBB, ERBB1, HER1, PIG61,
MENA
CD340, HER-2, HER-2, neu, HERZ2,
MLN 19, NEU, NGL, TKR1

DKFZp686N23123, ER, ESR, ESRA,

Era, NR3A1

ER-BETA, ESR-BETA, ESRB,

ESTRB, Erb, NR3A2

HNF3A, MGC33105, TCF3A

HDR, MGC2346, MGC5199,
MGC5445

GLI

DFN7, FAEES3, GST3, GSTP, PI
ZBTB29, ZNF901, hic-1
ID, bHLHb24

IGF-1, IGF1A, IGFI

CD221, IGFIR, IGFR, JTK13,
MGC142170, MGC142172,
MGC18216
BP-53, IBP3

BSF2, HGF, HSF, IFNB2, IL-6
AP-1, AP1, c-Jun
CYK18, K18
CK19, K19, K1CS, MGC15366
CK5, DDD, EBS2, K5, KRT5A
CARD2, CK8, CYKS, K2C8, K8, KO
ERK, ERK2, ERT1, MAPK2,
P42MAPK, PRKM1, PRKM2, p38,
p40, p41, p4lmapk
ERK1, HS44KDAP, HUMKERI1A,
MGC20180, P44ERK1, P4A4AMAPK,
PRKM3
JNK, JNK1, INK1A2, INK21B1, 2,
PRKMS8, SAPK1
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MKI67

MLH1

MMP2

MMP9

MUC1

MYC

NME1

NOTCH1
NR3C1

PGR
PLAU
PRDM?2

PTEN

PTGS2

PYCARD

RARB
RASSF1

RB1
SERPINE1

SFN
SFRP1
SLC39A6

SLIT2
SNAI2

SRC

Antigen identified by monoclonal KIA
antibody Ki-67

MutL homolog 1, colon cancer, COCAZ2, FCC2, HNPCC, HNPCC2,
nonpolyposis type 2 (E. coli) MGC5172, hMLH1
Matrix metallopeptidase 2 (gelatinase CLG4, CLG4A, MMP-I1, MONA,
A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV TBE-1

collagenase)
Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase = CLG4B, GELB, MANDP2, MMP-9
B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV
collagenase)
Mucin 1, cell surface associated CD227, EMA, H23AG, KL-6,
MAM®6, MUC-1, MUC-1, SEC,
MUC-1, X, MUC1, ZD, PEM, PEMT,

PUM
V-myc myelocytomatosis viral MRTL, bHLHe39, c-Myc
oncogene homolog (avian)
Non-metastatic cells 1, protein AWD, GAAD, NB, NBS, NDKA,
(NM23A) expressed in NDPK-A, NDPKA, NM23, NM23-
H1
Notch 1 TANL, hN1
Nuclear receptor subfamily 3, group GCCR, GCR, GR, GRL
C, member 1 (glucocorticoid receptor)
Progesterone receptor NR3C3, PR
Plasminogen activator, urokinase ATF, UPA, URK, u-PA
PR domain containing 2, with ZNF ~ HUMHOXY1, KMT8, MTB-ZF, RIZ,
domain RIZ1, R1Z2
Phosphatase and tensin homolog 10g23del, BZS, DEC, GLM2,
MGC11227, MHAM, MMAC1,
PTEN1, TEP1
Prostaglandin-endoperoxide synthase COX-2, COX2, GRIPGHS, PGG, HS,
2 (prostaglandin G/H synthase and PGHS-2, PHS-2, hCox-2

cyclooxygenase)
PYD and CARD domain containing ASC, CARDS5, MGC10332, TMS,

TMS-1, TMS1
Retinoic acid receptor, beta HAP, NR1B2, RRB2
Ras association (RalGDS/AF-6) 123F2, NORE2A, RASSF1A,
domain family member 1 RDA32, REH3P21
Retinoblastoma 1 OSRC, RB, p105-Rb, pRb, pp110
Serpin peptidase inhibitor, clade E PAI, PAI-1, PAI1, PLANH1
(nexin, plasminogen activator
inhibitor type 1), member 1
Stratifin YWHAS
Secreted frizzled-related protein 1 FRP, FRP-1, FRP1, FrzA, SARP2
Solute carrier family 39 (zinc LIV-1
transporter), member 6
Slit homolog 2 (Drosophila) FLJ14420, SLIL3, Slit-2
Snail homolog 2 (Drosophila) MGC10182, SLUG, SLUGH1,
SNAIL2, WS2D
V-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) ASV, SRC1, c-SRC, p60-Src
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TFF3
TGFB1
THBS1

TP53

TP73

TWIST1

VEGFA
XBP1
ACTB
B2M
GAPDH

HPRT1

RPLPO

HGDC
RTC
PPC

viral oncogene homolog (avian)
Trefoil factor 3 (intestinal)
Transforming growth factor, beta 1
Thrombospondin 1
Tumor protein p53
Tumor protein p73
Twist homolog 1 (Drosophila)

Vascular endothelial growth factor A
X-box binding protein 1
Actin, beta
Beta-2-microglobulin

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Hypoxanthine

phosphoribosyltransferase 1

Ribosomal protein, large, PO

Human Genomic DNA Contamination
Reverse Transcription Control
Positive PCR Control

ITF, P1B, TFI
CED, DPD1, LAP, TGFB, TGFbeta
THBS, THBS-1, TSP, TSP-1, TSP1
FLJ92943, LFS1, P53, TRPS3
P73
ACS3, BPES2, BPES3, CRS1, SCS,
TWIST, bHLHa38
MGC70609, MVCD1, VEGF, VPF
TREBS, XBP2
PS1TP5BP1

G3PD, GAPD, MGC88685
HGPRT, HPRT

L10E, LPO, MGC111226,
MGC88175, PO, PRLPO, RPPO
HIGX1A

RTC
PPC

8.2. Anexo 2. Tabela com a disposi¢éo dos genes na placa do PCR Array.

ABCBL | ABCG | ADAM2 | AKTL | APC | AR ATM | BAD BCL2 BIRC5 BCRAL | BCRA
A01 2 3 A04 | A0S A06 A07 | Ao A09 A10 All 2

A02 A03 Al12
CCNAL | CCND | CCND2 | CCNE | CDH1 | CDHI3 | CDK2 | CDKN1 | CDKNI | CDKN2A | CSF1 CST6
BO1 1 BO3 1 BO5 BO6 BO7 | A c B10 B11 B12

B02 BO4 BO8 BO9
CTNNB | CTSD | EGF EGFR | ERBB | ESRL ESR2 | FOXAL | GATA3 | GLIL GRB7 | GSTP1
1 co2 co3 cos4 |2 C06 co7 | cos 09 C10 c1 Cc12
col C05
HIC1 ID1 IGF1 IGFIR | IGFBP | IL6 JUN | KRTI8 | KRT19 | KRT5 KRT8 | MAPK
D01 D02 D03 D04 |3 D06 D07 | Do8 D09 D10 D11 1

D05 D12

MAPK3 | MAPK | MGMT | MKI6 | MLHI | MMP2 | MMP9 | MUCL | MYC MME1 NOTCH | NR3CL
E01 8 E03 7 E05 E06 E07 | E08 E09 E10 1 E12

E02 E04 E11
PGR PLAU | PRDM2 | PTEN | PTGS2 | PYCAR | RARB | RASSF1 | RB1 SERPINE | SFN SFRP1
FO1 F02 FO3 FO4 FO5 D FO7 FoO8 FO9 1 F11 F12

FO6 F10
SLC39A | SLIT2 | SNAI2 | SRC | TFF3 | TGFBL | THBS | TP53 TP73 TWISTL | VEGFA | XBP1
6 G02 G03 G04 | Gos G06 1 G08 G09 G10 G11 G12
GOL GO7
ACTB | B2M | GAPDH | HPRT | RPLPO | HGDC | RTC | RTC RTC PPC PPC PPC
HO1 HO2 HO3 1 HO5 HO6 Ho7 | Ho8 HO9 H10 H11 H12
Ho4
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8.3. Anexo 3. Resultado dos controles de PCR Array para contaminagdo com DNA
genbmico e transcriptase reversa.

Overview of the PCR Array Performance and Quality Control

PCR Array Catalog Number:

PAHS-131

This data analysis template now accommodates all
of the following cDNA Synthesis Kits:

RT2 First Strand cDNA Synthesis Kit (C-03)

RT2 Nano PreAMP cDNA Synthesis Kit (C-06)

RT2 FFPE PreAMP cDNA Synthesis Kit (C-07)

Choose Your cDNA Synthesis Kit:

RT2 First Strand cDNA Synthesis Kit (C-03)

1. PCR Array Reproducibility:

Test Sample
exp | exp | exp | exp | exp | exp | expl AVG DSETV
Well expl | exp2 | exp3 4 5 6 7 8 9 0 exp(1 exp(l
-10) | -10
Average C, 18,3| 18,8| 18,8
(PPC) 2 5 7 18,68 | 0,31
ST DEV C; (PPC) | 0,12| 0,07 | 0,08 0,09 -
Average C; 21,3| 21,4| 21,7
(RTC) 9 7 6 21,54 | 0,20
ST DEV C; (RTC) | 0,07| 0,04| 0,01 0,04 -~
Control Sample
exp | exp | exp | exp | exp | exp | expl AVG DSETV
Well expl | exp2 | exp3 4 5 6 7 8 9 0 exp(1 exp(l
-10) | -10)
Average C; 18,2 | 18,7| 18,6
(PPC) 5 8 6 18,56 | 0,28
ST DEV C; (PPC) | 0,07 | 0,17 | 0,09 0,11 -
Average C, 21,3| 235| 214
(RTC) 3 8 6 22,12 | 1,27
ST DEV C; (RTC) | 0,04| 2,66| 0,03 0,91 -
2. Reverse Transcription Control (RTC):
Test Sample
Well expl [exp2 | exp3|expd | exp5|expb |exp7 |exp8|exp9 |explO
AC, (AVG RTC - AVG PPC) | 3,07 | 2,62| 2,89
RT Efficiency Pass | Pass | Pass
Control Sample
Well expl [exp2 | exp3|expd | exp5|expb |exp7 |exp8|exp9 |explO
AC; (AVG RTC - AVG PPC) | 3,07| 4,80| 2,80
RT Efficiency Pass | Pass | Pass
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3. Genomic DNA Contamination (GDC):

Test Sample

Well expl | exp2 | exp3 |exp4 |exp5|expb |exp7 |exp8|exp9 |explO
C, (GDC) 35,00| 35,00 35,00
Genomic DNA: | Pass | Pass | Pass
Control Sample
Well expl | exp2 | exp3 |exp4d | exp5|expb |exp7 |exp8 |exp9 |explO
C, (GDC) 35,00 | 33,39]35,00
Genomic DNA: | Pass | Inquiry | Pass
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1. Introduction

As postmenopausal hormone replacement has become an ever
more complex issue, women have sought non estrogen alternatives
to treat their menopausal symptoms and improve their overall
health. Selective estrogen receptor modulators (SERMs) have been
developed to preserve the benefits of traditional hormone therapy
while avoiding unwanted side effects. Phytoestrogens may be
added to the list of SERMs, given their agonist/antagonist proper-
ties at estrogen sensitive tissues. The ideal SERM would treat such
symptoms as hot flashes, vaginal dryness, and mood changes while
protecting women from osteoporosis and heart disease. These ben-
efits would be met without substantially increasing the risk of
breast or endometrial cancer [1].

Phytoestrogens are plant-derived compounds with estrogenic or
antiestrogenic properties [2]. The chemical structure of phytoestro-
gens is similar to that of steroid hormones and they have been found
to interact directly with estrogen receprors (ERs), though the bind-
ing affinity of ERs is only 1/500-1/1000 that of estradiol [2,3]. The
scientific interest in phytoestrogens derives from the hope of a med-
ical application such as hormone replacement therapy ( HRT). Phy-
toestrogens could thus be beneficial for relieving a variety of
symptoms of menopause and helping to prevent bone resorption,

In this study we used the functional recombinant yeast assay
(RYA) to assess the presence of phytoestrogens and the potential
estrogenic activity of the plant material. The RYA is based on an
engineered yeast strain in which the transcription of a reporter
gene depends upon the presence in the medium of compounds
capable of binding to the human estrogen receptor (ER) [4]. This
is a simplified version of the mechanism by which natural estrogens
operate in vertebrares; the fundamental similarity of all eukaryore
cells ensures that it also works in yeast in a similar way |5|

Although an herb may have been used to treat disease in accor-
dance with experience accumulated over a long time, scientific re-
search has shown that some substances present in such a plant may
have undesirable properties, such as mutagenicity, carcinogenicity
and toxicity, which may restrict its use as a therapeutic agent.

The Salmonella typhimurium/microsome assay (Ames test) is a
widely accepted rapid bacterial assay to identify substances that
may cause genefic damage that leads to mutations. This test is used
worldwide for the initial screeningof the mutagenic potential of new
chemicals and drugs [6] and itis alsoused to assess the mutagenicity
of many existing compounds, including those extracted from com-
monly used medicinal plants, those arising from the metabolism of
synthetic and herbal drugs and food derivatives [7-10].

The Ames test may also be used to assess the antimutagenic po-
tential of extracts and isolated compounds. The protective effect of
flavonoids and xanthones against the mutagenicity caused by known
mutagens has been reported widely [ 11-16], butvery little is known
about the antimutagenic properties of some compounds isolated
from Syngonanthus species. The genus Syngonanthus of the family
Eriocaulaceae, has been reported to be rich in flavonoids and xant-
hones in the capitula and scapes [ flower heads and stalks)[17].

The aim of this study was to assay the methanol extracts of the
capitula of four species of Syngonanthus, Syngonanthus dealbarus
(5.d.), Syngonanthus macrolepsis (S.m.), Syngonanthus nitens (5.n.) and
Syngonanthus suberosus (5.5.), and their isolated compounds (1-9),
for potential estrogenic, mutagenic and antimutagenic properties,

2. Experimental

2.1. Plant material

Capitula of several Brazilian everlasting flowers [immortelles)
were collected as follows: 5 mitens (Bong. Ruhland), popularly

APS de Oliveira et ol / Seeroids 78 {2013) 1053-1063

known as “capim dourado™ (voucher SPF 189975), in December
2008 in Jalapdo city, Tocantins State; 5. dealbatus Silv., popularly
known as “roxinha” {voucher CFCR 8161), and 5 suberosus Giul.,
“margarida” (voucher CFCR 4463), in May 1999 and 5. macrolepsis
[voucher SANO 2978) in February of 2002, all in Diamantina, Minas
Gerais State, Brazil. The species were authenticated by Professor Dr.
Paulo Takeo Sano of the Sio Paulo University, SP. Voucher speci-
mens were deposited in the Herbarium of the Department of Botany
of the Institute of Biosciences, University of Sio Paulo, Brazil (Fig. 1)

2.2, Extraction

Capitula and scapes of S dealbatus (300g), S macrolepsis
(500 g), 5 nitens (410 g) and §. suberosus (300 g) were dried in an
oven at 60 °C for 4d and then powdered. The resulting material
was macerated sequentially, at room temperature, with 20 mL of
hexane, dichloromethane and methanol, for one week with each
solvent, resulting in the hexanic (Ex-Hex), dicloromethane (Ex-
DCM) and methanolic (Ex-MeOH) extracts, The extracts were fil-
tered and the filtrates evaporated under reduced pressure, The
methanol extracts were selected for this study because, according
Sonaglio et al. [18], when it is intended to use the product, derived
from the extraction process, in pharmaceutical formulations, we
must choose the most appropriate solvent and toxicologically safe
and methanol is considered less toxic than other solvents and is
able to provide good chromatographic profile.

2.3, Fractionation by gel filtration

1.5 g of flowers extract and 3.0 g of scapes extract were sepa-
rately dissolved in methanol (20 mL) and each mixture was centri-
fuged for 5min at 3200 rpm. This step was repeated 3 times for
flowers extract, and 2 times for scapes extract. After collection of
relative supematants, each solution was filtered through an lso-
Disk P-34, 3 mm diameter PTFE membrane, 0.45 pm pore size
(Supelco, Bellefonte, PA, USA), and dried in vacuo, yielding 3.0g
from flowers filtrate and 2.6 g from scapes filtrate, respectively.
3.0 g of flowers dried filtrate and 2.6 g of scapes dried filtrate were
separately fractionated on a Sephadex LH-20 column (57 = 3 cm),
using MeOH as mobile phase, affording 190 and 260 fractions
(8 mL), respectively.

2.4, HSCCC analysis

The Sephadex fractions 69-88 (400 mg) of the scapes were frac-
tionated by HSCCC, in ethyl acetate-n-butanol-water (3.5:1.5:5.0,
vvfv), using (H — T), triple coil, 1.6, 130 mm (large coil), flow rate
1 mL/min. The lower aqueous phase was used as stationary phase.
The retention of the stationary phase for this solvent system was
87.7% at 850 rpm. 84 fractions (3 mL) were obtained.

2.5, HPLC-UV analysis

HSCCC fractions 16-19 were analyzed by HPLC-UV, on a Cy g re-
versed-phase column (Bondapak Cyg, 300 « 7.6 mm id., 10pm),
using H,0 + TFA (0.1%) and CH;CN + TFA (0.1%) as mobile phases,
at a flow rate of 2 mL/min, and detecting at 280 nm. Elution was
performed according to the following conditions: after a 3 min
hold at 5% B, from 5% B to 42% B in 12 min; to 44% B in 2 min, hold
to 44% B for 10 min; to 50% B in 6 min, The chromatographic sep-
aration yielded rwo compounds, that, on the basis of ESI-MSn and
NMR experiments, were identified as compounds 6 (3.8 mg,
tR = 16.1 min). HSCCC fractions 68-72 were analyzed by HPLC-
UV, according to the previous conditions. The chromatographic
separation yielded five compounds identified, on the basis of ESI-
MSn and NMR experiments, as 7 (2.8 mg, tR = 15.9min).
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