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RRESUMO 

Os extratos metanólicos dos capítulos de quatro espécies, pertencentes à família 

Eriocaulaceae, Syngonanthus dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S. 

suberosus (Ss), suas substâncias 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- -glicopiranosídeo), 6 (7-metoxiluteolina-6-c- -

glicopiranosídeo), 7 (7,3’-dimetoxiluteolina-6-c- -glicopiranosídeo), 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 mutações e também de prevenir o 

acontecimento dessas, através do teste de Ames e verificou-se que todos os extratos e suas 

substâncias isoladas não foram considerados mutagênicos sob as condições testadas, e que os 

mesmos apresentaram um efeito antimutagênico de forte a moderado contra a aflatoxina B1 

(AFB1), o benzo[a]pireno (BaP), o 4-nitro-o-fenilenodiamino (NPD), a mitomicina C (MMC) 

e a azida sódica (AS); quanto ao potencial em causar danos no DNA e de prevenir e/ou 

reparar os danos causados por agentes genotóxicos 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, após 4 horas de tratamento, dano esse que foi reparado pelas 

células, visto que nenhum efeito genotóxico foi observado após 24 horas. E ainda Sm, Sn e Ss 

e todas as isoladas, exceto 8, foram capazes de inibir os danos causados pelo agente 

genotóxico MMS no DNA; quanto ao seu potencial citotóxico frente às células cancerosas 

HepG2 e MCF-7/BUS, que identificou que todos os extratos, exceto Sm, e todas as 

substâncias isoladas foram capazes de induzir morte das células HepG2 significativamente, 

com a maioria das amostras alcançando 50% de morte celular. Já na linhagem MCF-7/BUS, 

após 24 horas de tratamento, foram encontrados valores menores que 50% de morte celular, 

demonstrando a maior resistência dessas células; e quanto ao seu potencial estrogênico, 

através de duas metodologias, o RYA e o E-screen, cujos resultados apontam para o caráter 

estrogênico de Sn, provavelmente devido à presença em sua composição das xantonas 4 e A, 

da mistura M, as quais apresentaram maior potencial estrogênico dentre as isoladas. E como 

os melhores resultados foram encontrados para a mistura M, essa foi avaliada quanto ao seu 

efeito modulador na expressão de 84 genes relacionados ao câncer de mama, através da 

metodologia do PCR Array, que identificou alterações significativas na expressão de 29 genes 

(sendo 24 destes mais expressos e 5 menos expressos), em comparação ao controle. A maioria 

dos genes alterados está relacionada com susceptibilidade à apoptose, favorecimento ou 
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inibição de metástases, com a regulação dos hormônios sexuais e susceptibilidade aos danos 

no DNA. Portanto, este estudo revelou uma excelente capacidade, dos extratos e suas 

substâncias isoladas, em proteger o DNA contra mutações e danos; um bom potencial 

estrogênico dos mesmos, sendo as xantonas isoladas de Sn apontadas como possíveis 

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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AABSTRACT 

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- -glucopyranoside), 6 (7-methoxyluteolin-6-C- -glucopyranoside), 7 

(7,3'-dimethoxyluteolin-6-C- -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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DNA - Ácido desoxirribonucleico 



 
 

15 
 

DP - Desvio Padrão 

DXR – doxorrubicina 

E2 - Hormônio 17β- estradiol 

EC50 - concentração efetiva mediana 
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HPLC-DAD – Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a detector de arranjos de 
diodo (High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector) 
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IQ - 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]quinolina 

M – mistura M  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Produtos Naturais 

As plantas medicinais têm sido utilizadas tradicionalmente para o tratamento de várias 

enfermidades. Sua aplicação é vasta e abrange desde o combate ao câncer (CALIXTO, 2000; 

SILVA et al., 2004; VIEGAS-JR et al., 2006)  até microrganismos patogênicos (KUREPINA 

et al., 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 ação farmacológica. As plantas 

podem ser classificadas de acordo com sua ordem de importância, iniciando-se pelas plantas 

empregadas diretamente na terapêutica, seguidas daquelas que constituem matéria-prima para 

manipulação e, por último, as empregadas na indústria para obtenção de princípios ativos ou 

como precursores em semi-síntese (FOGLIO et al., 2006).  

No Brasil, a utilização popular dos produtos naturais obtidos de plantas sempre foi 

bastante frequente, por ser um dos países de maior biodiversidade do planeta que, aliada a 

uma rica diversidade étnica e cultural, detém um valioso conhecimento tradicional sobre o uso 

de plantas medicinais. Além disso, apresenta potencial necessário para desenvolvimento de 

pesquisas com resultados em tecnologias e terapêuticas apropriadas (BRASIL, 2006). 

Esses produtos naturais, com fins terapêuticos ou usados em rituais religiosos, provêm 

de diferentes origens e culturas tradicionais, principalmente de índios brasileiros e seitas afro-

brasileiras, e da cultura e tradição africana e europeia. O uso e o comércio destes recursos, 

como em outros países, foram estimulados pelas necessidades de uma crescente população 

que demandava cada vez mais plantas medicinais para o cuidado de sua saúde e para seus 

cultos e tradições religiosas; pela facilidade de acesso devido aos custos elevados da medicina 

ocidental, aos efeitos colaterais provocados pelos fármacos sintéticos; além do crescente 

interesse nacional e internacional pelo potencial terapêutico e econômico que representam e 
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da demanda de novos produtos pela indústria farmacêutica (BRASIL, 2006; CARRARA, 

1995; SIMÕES et al., 1998). 

Como emprego medicinal poder-se-ia citar centenas de exemplos, porém alguns são 

clássicos como é o caso da Papaver somniferum L. (Papaveraceae), vulgarmente conhecida 

por papoula, planta usada para a extração do ópio, cujo componente majoritário é a morfina - 

isolada por Setürner -, princípio ativo empregado para combater a dor desde 1803-04. Passado 

mais de um século isolou-se desta mesma planta a codeína (Robiquet) e mais tarde a 

papaverina (Merck). Indícios arqueológicos indicam seu uso há 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 coração. Delas extraem-se glicosídeos 

cardiotônicos chamados cardenolídeos, sendo os mais utilizados a digitoxina e a digoxina.  

Estas plantas também têm uma longa história, pois egípcios e romanos já faziam uso delas 

pelas propriedades diuréticas e tóxicas. Foi durante a antiguidade Egípcia, Grega e Romana 

que se acumularam conhecimentos empíricos transmitidos, principalmente pelos árabes, aos 

herdeiros destas civilizações. Isto prova que, desde as mais antigas civilizações, as plantas são 

utilizadas como fitoterápicos (FELLOWS, 1992; HOSTETTMANN et al., 2003; SILVA et 

al., 2004; YUNES e CECHINEL-FILHO, 2001). 

Além de seu uso na medicina popular com finalidades terapêuticas, as plantas têm 

contribuído, ao longo dos anos, para a obtenção de vários fármacos, até hoje amplamente 

utilizados na clínica, 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 são relacionadas na literatura novas moléculas, algumas de relevante ação 

farmacológica 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 última década, cerca de 60% dos quimioterápicos eram advindos dos produtos 

naturais ou derivados desses (CRAGG e NEWMAN, 2009). A maioria deles são substâncias 

isoladas, incluindo muitos alcaloides como morfina, codeína (analgésicos); papaverina 

(inibidor de fosfodiesterase); efedrina, cafeína (estimulantes); ajmalina, quinidina 

(antiarrítmicos); quinina (antimalárico); reserpina (anti-hipertensivo); capsaicina (dores 

reumáticas); colchicina (tratamento de gota); yoimbina (afrodisíaco), entre outros (COSTA-

LOTUFO et al., 2010; WINK et al., 2005). 

Mas, apesar da imensa diversidade brasileira, existe enorme número de plantas 

brasileiras, que permanecem sem quaisquer estudos químicos ou biológicos e que apresentam 

um enorme potencial para o desenvolvimento de novos fármacos (ALVES et al., 2000; 

BOLZANI et al., 1999).  

Nesse contexto, nas últimas décadas, muitos estudos foram direcionados à medicina 

popular, com o objetivo de identificar produtos naturais com propriedades terapêuticas 

(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 o interesse na 

pesquisa de novas substâncias ativas, de origem vegetal, tem aumentado significativamente 

nos últimos anos e com isso, várias empresas privadas e organizações governamentais têm 

instituído projetos de pesquisa nesta área (CALIXTO, 2000).  

Mas, apesar dos produtos de origem vegetal poderem atuar de forma similar a 

medicamentos alopáticos, eles possuem também efeitos colaterais, sendo necessário reunir 

conhecimentos popular e científico para garantir a segurança e eficácia desses produtos 

(WARGOVICH, 2001). Nas últimas décadas, parte da população dos países em 

desenvolvimento faz uso rotineiro de plantas medicinais, desconhecendo os riscos envolvidos. 

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

dos produtos derivados da Família Eriocaulaceae, e de tentar dar maior segurança para uma 
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possível utilização terapêutica desses produtos, é que este trabalho foi idealizado e posto em 

prática. 

 

1.2. Família Eriocaulaceae 

Nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaço, a família Eriocaulaceae de plantas se 

destaca tanto pela presença significativa de seus representantes quanto pelo fato de apresentar, 

nesse ambiente, níveis muito altos de endemismo de suas espécies. Os representantes de 

Eriocaulaceae podem ser facilmente reconhecidos pela presença de inflorescências em forma 

de capítulos (COSTA et al., 2008).  

Essa família compreende aproximadamente 1200 espécies e 11 gêneros. Destes, 

apenas Eriocaulon apresenta distribuição pantropical; Syngonanthus e Paepalanthus possuem 

representantes na África e nas Américas e o gênero Mesanthemum ocorre apenas na África. 

Lachnocaulon, Leiothrix, Tonina, Rondonanthus, Philodice, Actinocephalus e Blastocaulon 

são gêneros restritos ao continente americano, mas com diferentes áreas de ocorrência 

(GIULIETTI e HENSOLD, 1990).  

No Brasil, a família Eriocaulaceae situa-se nas montanhas da Cadeia do Espinhaço em 

Minas Gerais e na Bahia (Figura 1). E, tanto na porção mineira do Espinhaço, como na 

Chapada Diamantina, na Bahia, há diversas espécies, pertencentes principalmente ao gênero 

Syngonanthus, que apresentam importância econômica para as populações locais, onde são 

conhecidas e comercializadas como “sempre-vivas”. Sempre-vivas é o nome popular dado a 

escapos e inflorescências de plantas que mantêm a aparência de estruturas vivas, mesmo 

depois de destacadas e secas, sendo empregadas na decoração de interiores (COSTA et al., 

2008; GIULIETTI et al., 1988). Um centro secundário 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 ocorrência da Cadeia do 
Espinhaço compreendida entre Belo Horizonte e o Estado da Bahia (MENEZES e 
GIULIETTI, 1986). 

 

Dentre as espécies de Eriocaulaceae que ocorrem no Espinhaço, estima-se que 

aproximadamente 85% sejam endêmicas, a maioria delas restrita a pequenas localidades, 

sendo inclusive denominadas como “microendêmicas” ou endêmicas restritas. Como 

característica biológica, a família, de modo geral, coloniza áreas de grande altitude e, 

portanto, de acesso difícil. A pouca acessibilidade das áreas de ocorrência é outro fator que 

também está ligado ao número e à ocorrência de registros de espécies de Eriocaulaceae 

(COSTA et al., 2008).  

A coleta e a comercialização (Figura 2) de sempre-vivas pela população que vive na 

Cadeia do Espinhaço são responsáveis pelo sustento de inúmeras famílias da região, que, no 

entanto, praticam uma atividade extremamente predatória, utilizando fogo e desconhecendo 

completamente os riscos de extinção das mesmas. Após coletadas, as plantas são vendidas 
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para exportadores em Diamantina a preços baixíssimos, que por sua vez as exportam 

principalmente para o Japão, a preços cotados em dólar (IBAMA, 2004).  

 

 

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

 

Além do valor ornamental, não é conhecido qualquer outro tipo de exploração 

comercial relacionado à família Eriocaulaceae (FIGUEIREDO, 2007; SANO, 1999). Já em 

relação às atividades farmacológicas relacionadas a essa família, são conhecidas algumas 

atividades como a antimicrobiana (DA SILVA et al., 2009; FANG et al., 2008), a 

antioxidante (CÁLGARO-HELENA et al., 2006), a citotóxica (DEVIENNE et al., 2007; 

KITAGAWA et al., 2004), a antinflamatória (DI STASI et al., 2004), a antiulcerativa 

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

 

1.2.1. Gênero Syngonanthus 

O gênero Syngonanthus é um grande representante da família Eriocaulaceae, 

possuindo aproximadamente 200 espécies distribuídas em cinco seções: S. sect. 

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

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

Syngonanthus macrolepis, uma das espécies pertencentes a esse grande gênero, é 

caracterizada pelo tamanho relativamente grande da planta e das flores, presença de algumas 

folhas no caule aéreo, além das grandes brácteas involucrais, que estão situadas na base da 

flor ou inflorescência e que as rodeia. Essas brácteas ultrapassam as flores, daí a origem do 

nome da espécie (macro: grande, lepsis: brácteas). Outras três espécies de Syngonanthus são 

Syngonanthus dealbatus, Syngonanthus suberosus e Syngonanthus nitens. Dessas espécies 

também não se tem muitas informações a respeito do seu potencial biológico. S. dealbatus 

Silv. é também conhecida popularmente como “roxinha” e S. suberosus Giul. possui o nome 

vulgar de “margarida”.  

A espécie S. nitens é conhecida como “capim dourado”, pela bela cor dourada que 

seus escapos assumem quando secos e é muito utilizada para a prática do artesanato. É uma 

planta muito comum no Cerrado Brasileiro, em particular na região do Jalapão no Estado do 

Tocantins. O capim dourado cresce naturalmente em campos encharcados na estação chuvosa 

e durante os períodos de seca (PACIFICO et al., 2011). Os escapos de S. nitens são também 

explorados em outras regiões do Cerrado para composição de arranjos, especialmente em 

Minas Gerais, onde recebem o nome comum de “sedinha” (GIULIETTI et al., 1996) (Figura 

3). 
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Figura 3. Exsicatas de [a] S. nitens; [b] S. dealbatus; [c] S. suberosus e [d] S. macrolepsis. 
(FIELD MUSEUM, 2013). 

 

 

 

 

[a] [b] 

[c] [d] 
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1.3. Atividades Biológicas 

1.3.1. Mutagênese e Antimutagênese  

Embora plantas medicinais venham sendo utilizadas no tratamento de doenças de 

acordo com o conhecimento acumulado ao longo dos tempos, a pesquisa científica tem 

mostrado que algumas substâncias presentes nessas plantas podem apresentar propriedades 

indesejáveis, como mutagenicidade, carcinogenicidade e toxicidade, as quais podem restringir 

seu uso como agentes terapêuticos (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 avaliação do risco humano através da 

investigação do potencial que algumas substâncias têm de causar danos no material genético 

(MARON e AMES, 1983; MORTELMANS e ZEIGER, 2000).  

Mutagenicidade é definida como uma alteração permanente no conteúdo ou na 

estrutura do material genético de um organismo. Pode ser manifestada como uma alteração 

herdável em decorrência de mutação em células germinativas e/ou mutações somáticas 

levando ao desenvolvimento de câncer ou outros processos crônicos degenerativos 

(DEARFIELD, 2002). 

Os compostos mutagênicos podem induzir alterações genômicas visando diretamente 

e/ ou indiretamente o DNA, através da ligação às proteínas envolvidas na manutenção da 

integridade do genoma (MATEUCA et al., 2006). Estima-se que a média da frequência de 

mutações espontâneas por pares de bases em células humanas seja de 10-8 a 10-10, sendo que 

essa frequência pode aumentar de 1 a 10 vezes quando há exposição a um agente mutagênico 

(AJITH e SOJA, 2006). 

As consequências das interações mutágeno-alvo podem levar a diferentes tipos de 

danos ao DNA (aductos de DNA, sítios alcali-lábeis, quebras de fitas) e as mutações vão de 

alterações de um único nucleotídeo (mutação gênica ou puntiforme) a aberrações 
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cromossômicas que atingem cromossomos inteiros ou pedaços de cromossomos (MATEUCA 

et al., 2006).  

Basicamente, as mutações gênicas podem ser subdivididas em substituição de pares de 

bases e alteração na matriz de leitura, ocorrendo por adição ou deleção de nucleotídeos. Já as 

mutações cromossômicas podem ser divididas em numéricas, que por sua vez são 

subdivididas em euploidias (envolvem genomas inteiros) e aneuploidias (envolvem parte do 

genoma), e mutações cromossômicas estruturais, sendo elas: deleção, duplicação, 

translocação e inversão (GRIFFITHS et al., 2006).  

As fontes de exposição à mutágenos podem ser de vários tipos, como por exemplo, 

endógenos (óxido nítrico, radicais livres de oxigênio); provenientes da dieta (mutágenos 

gerados durante o cozimento de alimentos ou presentes na dieta); radiação (exposição aos 

raios-X para diagnóstico e radioterapia); poluição (efluentes industriais, pesticidas, 

incineração do lixo), entre outros (RIBEIRO e MARQUES, 2003). 

Em vista do contato contínuo do homem com agentes mutagênicos, é natural que o 

nosso organismo apresente mecanismos de defesa. Esses mecanismos incluem a inativação 

enzimática pelas superóxidos desmutases, catalases, glutationas peroxidases e glutationas S-

transferases; e não enzimática, por ação de micronutrientes, como as vitaminas C, E e β-

caroteno, que em conjunto, atuam na estabilização 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 importância das investigações por 

compostos exógenos que possam evitar ou minimizar os danos induzidos no DNA 

(FERGUSON et al., 2004). 
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Muitas substâncias provocam, além de suas propriedades antimutagênica e 

anticarcinogênica, outros efeitos benéficos, como a ativação do sistema imune e / ou proteção 

contra doenças cardiovasculares (KNASMÜLLER et al., 2011). 

O termo antimutagênico foi usado originalmente para descrever os compostos que 

reduzem a frequência ou a taxa de mutações espontâneas ou induzidas, independentemente 

dos mecanismos de proteção envolvidos (NOVICK e SZILARD, 1952). Os agentes 

antimutagênicos podem ser colocados em duas categorias gerais: aqueles que inibem a 

formação de lesões e são classificados como desmutagênicos, e aqueles que colaboram no 

reparo das lesões que já estão presentes no DNA, denominados bioantimutagênicos 

(LIVIERO e VON BORSTEL, 1996).  

Os agentes desmutagênicos são compostos capazes de inativar química, física ou 

enzimaticamente um agente mutagênico. As inativações química e física ocorrem por ligação 

direta com o agente mutagênico, impedindo sua ativação por sequestro ou adsorção de 

agentes mutagênicos e radicais livres, impossibilitando que os mesmos estabeleçam contato 

com o material genético. A inativação enzimática de um mutágeno pode ocorrer por dois 

mecanismos: a inativação por enzimas de fase I da biotransformação, como as enzimas da 

família P450, ou a indução de enzimas de fase II, como a glutationa S-transferase. Já os 

compostos bioantimutagênicos podem atuar como moduladores do reparo e replicação do 

DNA, agindo em nível celular ao aumentar a fidelidade na replicação 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 substâncias que compõem a maioria das plantas e 

as consequências de seu uso, testes que avaliam o potencial mutagênico de materiais vegetais 

são de grande importância, sendo que seu uso tem um grande impacto na saúde de um grande 

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

O desenvolvimento do câncer é mediado por alterações na sequencia e na organização 

do genoma celular que variam de substituição de um nucleotídeo a aberrações 

cromossômicas. O evento crucial é a alteração genômica que resulta em alteração funcional 

de algumas proteínas/enzimas como a kinase ATM (“ataxia-telangiectasia mutated”) e outras 

kinases relacionadas (SHILOH, 2003).  

O processo pode se iniciar quando substâncias endógenas e exógenas reativas, ou 

tornadas reativas após biotransformação, se ligam a biomoléculas, como o DNA, formando 

aductos ou induzindo sua fragmentação ou oxidação. Essas lesões induzem várias respostas 

celulares, incluindo ativação do reparo do DNA, alteração do ciclo celular e apoptose 

(KASTAN e BARTEK, 2004). 

Células com danos no DNA frequentemente não sobrevivem, mas mecanismos de 

reparo podem ser ativados, reduzindo desse modo a probabilidade de progredirem para a 

malignidade. No entanto, mutações em vias de apoptose ou necrose podem permitir a sua 

sobrevivência, ou seja, continuar um crescimento celular com anormalidades genômicas, 

contribuindo para a instalação do câncer (KASTAN e BARTEK, 2004).  

O diagnóstico precoce de lesões em DNA pode servir para prevenir exposição 

continuada a altas doses de carcinógenos e mutágenos, impedindo a progressão do processo 

de carcinogênese. Em estudos epidemiológicos moleculares humanos é importante ter 

métodos disponíveis para avaliar a formação de aductos de DNA em níveis extremamente 

baixos, levando em consideração a intensidade da exposição (dose) e o efeito biológico da 

substância (danos causados) (KASTAN e BARTEK, 2004). 

Os estudos e investigações de genotoxicidade podem abranger dois aspectos. O 

primeiro analisa os efeitos do produto sobre o material genético, que podem resultar em 

alterações na estrutura do DNA como as quebras em fita simples ou dupla e a formação de 
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aductos (ligação covalente de um elemento ou composto químico com as bases nitrogenadas 

do DNA) entre outros. Estas alterações ocorridas na molécula de DNA, quando não reparadas 

podem levar a mutações. Sabe-se que a capacidade de reparo do DNA diminui com o passar 

do tempo e que a taxa de mutação de cada divisão celular aumenta com a idade do indivíduo. 

Foi constatado que os sobreviventes de Hiroshima e Nagasaki tiveram um aumento anual nas 

mutações no gene da Gliforina A (GRISOLIA, 2005).  

O segundo aspecto analisa os efeitos destas alterações nos produtos gênicos (RNAs, 

polipeptídios e proteínas) os quais podem se refletir nas populações alterando sua fertilidade e 

sua capacidade de responder às mudanças ambientais entre outras (GRISOLIA, 2005). 

Os agentes antineoplásicos são exemplos de compostos exógenos que promovem 

lesões no DNA como alquilação de bases, ligações cruzadas e danos oxidativos (CICCIA e 

ELLEDGE, 2010).   

Mas, ao contrário de algumas substâncias com alto potencial de lesionar o DNA, 

existem substâncias com capacidade de protegê-lo contra danos causados por agentes 

genotóxicos. E este estudo abordou as avaliações tanto da capacidade de substâncias causarem 

lesões no material genético, quanto a sua capacidade de prevenir tais danos. 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que compostos naturais presentes na dieta 

podem modular o processo de carcinogênese por meio da indução do sistema de defesa 

celular incluindo enzimas antioxidantes e do sistema de detoxificação (PANA e HO, 2008). 

De acordo com Wattenberg et al. (1985), a atuação dos agentes quimioprotetores pode ser 

dividida em duas categorias: os agentes bloqueadores e os agentes supressores.  

Os agentes bloqueadores reduzem a formação e a ativação metabólica de carcinógenos 

que interagem com biomoléculas cruciais (DNA, RNA, proteínas, lipídios), combatem 

espécies reativas de oxigênio e potencializam o sistema de reparo do DNA. Dessa maneira, 

tornam-se mais eficazes quando utilizados de maneira preventiva à exposição dos 
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carcinógenos. Por outro lado, os agentes supressores inibem eventos posteriores à ação do 

cancerígeno, suprimindo a manifestação da neoplasia. Estes agentes podem inativar 

oncogenes, ativar genes supressores tumorais, inibir a angiogênese e induzir apoptose por 

meio de mecanismos que interferem na expressão gênica e reduzem a proliferação de células 

iniciadas, prevenindo o acúmulo de danos (ARORA et al., 2010). 

A ação dos agentes quimiopreventivos ou quimioprotetores, incluindo os de origem 

natural, tem sido extensivamente estudada nas duas últimas décadas, com especial ênfase para 

a identificação de compostos com baixa ou nenhuma toxicidade e de fácil acesso para a 

população humana. Muitos compostos apresentam atividades quimioprotetoras 

cientificamente comprovadas. Dentre eles destacam-se a curcumina, o resveratrol, o licopeno, 

o ácido elágico, o eugenol, o indol-3-carbinol, o epigalocatequina-3-galato e o ácido fenil 

éster caféico (AGGARWAL e SHISHODIA, 2006; SURH, 2003). 

Para se conhecer o potencial genotóxico e antigenotóxico de um determinado 

composto, existem testes de genotoxicidade bem definidos e internacionalmente reconhecidos 

pelas agências 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 concentrações 

extramentes baixas, possam estar envolvidos na diminuição da espermatogênese. Em alguns 

países estes dados coincidem com o aumento de câncer de testículos, além do aumento da 

incidência de malformações congênitas do trato genital masculino, tais como hipospádia e 

criptorquidia (DHOOGE et al., 2006), disfunção da tireoide e alterações relacionadas com o 

sistema neurológico (GHISELLI e JARDIM, 2007; SOTO e SONNENSCHEIN, 2010). 
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Entretanto, há diferenças importantes entre compostos estrogênicos de origem industrial e os 

que vêm das plantas (HAN et al., 2002). 

Ao contrário dos poluentes ambientais com atividade estrogênica, que têm um impacto 

negativo sobre o desenvolvimento dos órgãos reprodutivos masculinos e fertilidade, acredita-

se principalmente nos efeitos benéficos dos fitoestrógenos (NAEYER et al., 2004). 

Os fitoestrógenos são metabólitos secundários polifenólicos não-esteroidais de plantas 

(WARD e KUHNLE, 2010), que exercem atividades estrogênicas ou antiestrogênicas 

(WANDA et al., 2006), através de mecanismos que dependem e/ ou independem dos 

receptores de estrógeno (REs) (PIERSEN, 2003). São capazes de mimetizar o hormônio 

humano 17-β-estradiol (SETCHELL, 2001) e, por isso, vêm sendo fortemente sugeridos como 

uma alternativa natural à terapia de reposição hormonal (BECK et al., 2005; BENASSAYAG 

et al., 2002).  

A interação direta dos fitoestrógenos ocorre através dos receptores α-estrogênico 

(REα) e receptores β-estrogênico (REβ) (PIERSEN, 2003). Compostos não-esteroidais que se 

ligam aos REs são referidos como moduladores seletivos dos REs (SERMs - Selective 

Estrogen Receptor Modulators) (FONTENOT et al., 2007).  

Os REα e REβ são membros da superfamília dos genes que compreendem receptores 

nucleares de diversos ligantes hidrófobos, como os hormônios esteroides (estrógeno, 

progesterona, glicocorticoides, mineralocorticoides), ácidos retinoicos (vitamina A), vitamina 

D, prostaglandina e hormônios da tireoide (MANGELSDORF et al., 1995). Essas duas 

subclasses são diferencialmente expressas e localizadas em diversos tecidos e células, onde 

codificam uma variedade de funções fisiológicas reprodutivas e não reprodutivas envolvidas 

no metabolismo energético, equilíbrio de sal, sistema imunológico, desenvolvimento e 

diferenciação (HASENBRINK et al., 2006). Apresentam elevada homologia no domínio de 

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

2007).  

Estudos da distribuição de tecidos e padrões de expressão destes receptores indicam 

que o REα tem um padrão de expressão amplo e está concentrado no útero, glândula mamária, 

testículos, suprarrenal e hipófise. Já o REβ tem um padrão mais concentrado, com níveis 

elevados no ovário, próstata, epidídimo e no cérebro em desenvolvimento, com diferenças 

entre seres humanos em comparação com outras espécies. No pulmão e no hipotálamo são 

encontrados os dois subtipos, os REα e REβ (PINTO et al., 2008). 

Quando os REα e/ou REβ ligam-se ao estradiol, os receptores formam dímeros. Esses 

dímeros, então, ligam-se a elementos de resposta a estrógenos no DNA e recrutam outros 

componentes da maquinaria de transcrição, que levam à expressão gênica (Figura 4) 

(OGAWA et al., 2009). 

 

 

Figura 4. Mecanismos de transdução de sinal promovidos por estrógenos endógenos e 
xenoestrógenos (FRIEDRICH, 2003). 

 
 

Nas últimas décadas, produtos naturais têm sido bastante utilizados por mulheres no 

tratamento dos sintomas da menopausa (GELLER e KRONENBERG, 2003), que incluem 
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calores súbitos, ansiedade, variações de humor, assim como aumento do risco de muitos 

problemas de saúde, tais como redução da densidade óssea, doenças cardiovasculares e 

tumores (HARLOW e SIGNORELLO, 2000). Dentre os vários produtos com atividade 

estrogênica destacam-se os fitoestrógenos (ALVES et al., 2007). 

Vários dos mais potentes fitoestrógenos conhecidos pertencem ao grupo dos 

isoflavonoides (Figura 5), constituintes fitoquímicos encontrados predominantemente nos 

grãos de soja. Eles pertencem à classe dos flavonoides, cujos compostos dividem com os 

estrógenos esteroidais a capacidade de ligar-se aos REs e mediar a transcrição de genes 

responsivos a estrógenos (BREINHOLT e LARSEN, 1998), e, por isso, vêm sendo 

fortemente sugeridos como uma alternativa natural à terapia de reposição hormonal (BECK et 

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

 

 

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

 

 Dados de Miksicek (1993, 1994) indicam que outros membros da família flavonoide, 

além dos isoflavonoides, exibem propriedades estrogênicas, e são designados flavo-

estrógenos. E ainda, com o aumento dos relatos na literatura de que alguns fitoestrógenos 

demonstraram ter potencial terapêutico e preventivo na ginecologia e que eles poderiam ser 
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utilizados para substituir os estrógenos na terapia de reposição hormonal, já que essa tem sido 

relatada como sendo não tão segura ou efetiva quanto se imaginava (HAYS et al., 2003), é 

que se dispertou o interesse em avaliar o potencial estrogênico das espécies de Syngonanthus, 

que são ricas em flavonas e xantonas. 

 

1.3.4. Modulação da expressão gênica  

O estudo da expressão gênica em células tumorais e as consequentes alterações 

proteicas compõem a linha de pesquisa mais atual e promissora do câncer. Esse conhecimento 

pode levar não somente à obtenção de marcadores tumorais para diagnóstico, mas também a 

uma melhor avaliação dos resultados obtidos em tratamento, facilitando desse modo a 

compreensão da evolução da neoplasia maligna (LIMA et al., 2013). 

A heterogeneidade celular e molecular dos tumores de mama e o grande número de 

genes potencialmente envolvidos no controle do crescimento, na morte e na diferenciação 

celular, enfatizam a importância de se estudar as múltiplas alterações genéticas que podem 

ocorrer nas células tumorais. A análise de expressão gênica tem demonstrado a capacidade de 

identificar as características que refletem a biologia molecular e o comportamento do tumor, 

podendo revelar novos marcadores genéticos, os que estão relacionados à recorrência e 

progressão da doença e com isso contribuir para a terapêutica antitumoral (ROSA, 2007). 

Atualmente, podem ser testadas centenas a milhares de sequencias representativas de 

genes em um único experimento. A análise de expressão gênica em larga escala, denominada 

de array, permite a avaliação da expressão de um grupo pré-determinado de genes. Esta 

análise fornece assinaturas genéticas definidas, uma coleção de genes que classificam os 

tumores em grupos distintos, sendo consideradas como mais efetivas do que os marcadores 

prognósticos utilizados atualmente na rotina clínica, pois essas assinaturas permitem englobar 

as interações gênicas (ROSA, 2007). 



 
 

40 
 

Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, as interações entre os 

hormônios esteroides e outros fatores reguladores da proliferação, diferenciação, e apoptose 

podem ser mais bem esclarecidas (DA SILVA, 1998). Nos processos hiperplásicos e 

neoplásicos, o mecanismo normal do controle de crescimento está alterado. Entre os eventos 

moleculares associados a essas alterações podem-se destacar modificações na expressão de 

mediadores da proliferação celular, e na ativação de proto-oncogenes.  

O aumento na expressão do ER além de representar a alteração transcricional mais 

comum nas neoplasias mamárias (BENZ, 1998), também está associado ao processo de 

tumorigênese mamária. Avaliando a expressão do ERα em lesões mamárias benignas, pré-

malignas e malignas tem-se identificado uma crescente expressão do receptor, geralmente 

correspondente à maior atividade proliferativa da lesão (SHOKER et al., 1999a, 1999b; 

HANSEN e BISSELL, 2000). 

Ainda, os proto-oncogenes são conhecidos pela sua associação com os processos 

proliferativos. Sua regulação é feita por hormônios esteroides, fatores de crescimento e 

proteínas relacionadas à adesão celular. Quando alterados por translocações cromossômicas, 

deleções ou mutações, ou mesmo superexpressos, originam os oncogenes, genes com 

potencial de transformar células normais em neoplásicas, através da codificação de 

oncoproteínas. Dentre os proto-oncogenes, C-MYC e BCL-2 podem ser citados como 

importantes mediadores das ações dos esteroides sexuais e de seus receptores na proliferação 

celular e apoptose mamária (DICKSON e STANCEL, 1999). 

Esses proto-oncogenes, assim como outros genes de grande importância na promoção 

e progressão do câncer de mama, tiveram a sua expressão analisada, após tratamento com 

uma mistura de duas xantonas isolada de S. nitens, neste estudo e seus dados comparados com 

os obtidos das células sem tratamento.  
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2. OBJETIVOS 

2.1.  Objetivo Geral 

 Avaliar os potenciais mutagênico e antimutagênico, genotóxico e antigenotóxico, 

citotóxico e estrogênico dos extratos e substâncias isoladas de Syngonanthus sp, além de 

avaliar o efeito modulatório na expressão gênica de xantonas isoladas de Syngonanthus 

nitens. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 Avaliar os potenciais mutagênico e antimutagênico dos extratos metanólicos dos capítulos 

de Syngonanthus dealbatus (Sd), Syngonanthus macrolepsis (Sm), Syngonanthus nitens 

(Sn) e Syngonanthus suberosus (Ss), bem como de suas oito substâncias 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- -

glicopiranosídeo, 6= 7-metoxiluteolina-6-C- -glicopiranosídeo, 7= 7,3’-

dimetoxiluteolina-6-C- -glicopiranosídeo, 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; 

 Avaliar os potenciais genotóxico e antigenotóxico dos extratos e substâncias isoladas de 

Syngonanthus sp, utilizando o Ensaio do Cometa Alcalino; 

 Avaliar o potencial citotóxico, em células HepG2 e em células MCF-7/BUS, dos extratos 

e substâncias isoladas de Syngonanthus sp; 

 Avaliar o potencial estrogênico dos extratos e substâncias isoladas de Syngonanthus sp, 

utilizando os ensaios RYA (Recombinant Yeast Assay) e E-screen; 
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 Avaliar a atividade modulatória da expressão gênica, em células de carcinoma mamário 

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

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Material Vegetal 

 Syngonanthus nitens (Bong. Ruhland), conhecido popularmente como “capim 

dourado” (exsicata nº SPF 189975), foi coletado em Dezembro de 2008, na cidade do 

Jalapão, no Estado do Tocantins; Syngonanthus dealbatus Silv., conhecido como “roxinha” 

(exsicata nº CFCR 8161) e Syngonanthus suberosus Giul., conhecido como “margarida” 

(exsicata nº CFCR 4463), foram coletados em Maio de 1999 e Syngonanthus macrolepsis 

(exsicata nº SANO 2978), em Fevereiro de 2002, todos em Diamantina, no Estado de Minas 

Gerais. As espécies foram autenticadas pelo Profº Drº Paulo Takeo Sano da Universidade de 

São Paulo (USP). As exsicatas foram depositadas no Herbário do Departamento de Botânica 

do Instituto de Biociências da Universidade do Estado de São Paulo. 

 

3.1.1. Extração 

Os extratos das espécies Sd, Sm, Sn e Ss, as substâncias isoladas (1 a 8) e a mistura de 

xantonas M foram obtidos no Instituto de Química da UNESP, campus Araraquara-SP, sob a 

coordenação do Profº Drº Wagner Vilegas e da Profª. Drª. Lourdes Campaner dos Santos. Os 

capítulos 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 então 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 hexânico (Ex-Hex), 
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diclorometano (Ex-DCM) e metanólico (Ex-MeOH). Os extratos foram filtrados e o solvente 

foi evaporado sob baixa pressão. Os extratos metanólicos foram selecionados para este estudo 

devido ao seu melhor rendimento (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Massas, em gramas, e rendimento dos extratos obtidos dos capítulos 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/ 1,1 3,2/ 1,1 5,4/ 1,8 
S. dealbatus 3,6/ 1,2 3,8/ 1,3 4,9/ 1,6 
S. macrolepsis 3,0/ 0,6 3,0/ 0,6 4,5/ 0,9 

 

Ex-Hex= extrato hexânico; Ex-DCM= extrato diclorometânico; Ex-MeOH= extrato metanólico. 

 

3.1.2. Obtenção de frações e substâncias isoladas 

 Os dados de fracionamento, identificação, isolamento e purificação descritos abaixo 

foram obtidos com os extratos de capítulos e escapos de Syngonanthus nitens. As demais 

espécies foram submetidas aos mesmos passos.  

 

3.1.2.1. Fracionamento por filtração em gel 

 O extrato de capítulos (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 capítulos e 2 vezes para o extrato de escapos. 

Após a coleta dos sobrenadantes, cada solução foi filtrada utilizando um Iso-Disk P-34, uma 

membrana PTFE de 3 mm de diâmetro, com tamanhos de poros de 0,45 m (Supelco, 

Bellefonte, PA, USA), e foi seca a vácuo, apresentando rendimentos de 3,0 g para o filtrado 

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

metanol como fase móvel, o que nos rendeu 260 frações, de 8 mL, respectivamente. 

 

3.1.2.2. Análise por HSCCC 

 As frações 69-88 dos escapos (400 mg), obtidas pela coluna Sephadex, foram 

fracionadas por HSCCC, em mistura de etilacetato-n-butanol-água (3,5:1,5:5,0, v/v/v), em 

um fluxo de 1 mL/min. A fase menos aquosa foi utilizada como fase estacionária. A retenção 

da fase estacionária para esse sistema de solventes foi de 87,7 % a 850 rpm. Foram obtidas 84 

frações, de 3 mL cada. 

 

3.1.2.3. Análise por HPLC-UV 

 As frações 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 m), utilizando A) 

H2O + TFA (0,1%) e B) CH3CN + TFA (0,1%) como fases móveis, em um fluxo de 2 

mL/min, e foram detectadas a 280 nm. A eluição foi realizada de acordo com as seguintes 

condições: após eluição de 3 minutos de 5% de B, a eluição 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 separação cromatográfica 

rendeu dois compostos, os quais, com base em experimentos de ESI-MSn 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. Análise por HPLC-IR 

 As frações 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 m), utilizando H2O:MeOH (58:42) como eluentes, em um fluxo de 2 mL/min. A 
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separação cromatográfica rendeu 3 compostos, que, com base em experimentos de ESI-MSn 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. Análise por HPLC-DAD 

 As frações dos capítulos 129-134 (129 mg), obtidas pela coluna Sephadex, foram 

analisadas por HPLC-DAD, em uma coluna de fase reversa C18 (Bondapak C18, 300 mm × 

7,6 mm i.d., 10 m), utilizando H2O + TFA (0,05%) e MeOH + TFA (0,1%) como fases 

móveis, em um fluxo de 2,5 mL/min. A eluição foi realizada de acordo com as seguintes 

condições: 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 separação cromatográfica rendeu dois compostos identificados, 

com base em experimentos de ESI-MSn 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 cromatográficos das substâncias isoladas, utilizadas neste 

estudo, foram publicados por Pacífico et al. (2011). As estruturas das substâncias isoladas 1 a 

8 e das xantonas A e B foram dispostos na Figura 6. 
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Figura 6. Estruturas das Xantonas e Flavonas, respectivamente, identificadas em 
Syngonanthus nitens. 

  

 Nos extratos de capítulos 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 metanólico dos capítulos de Sn. A flavona 1 (luteolina) foi 

identificada em todas as espécies. Além dela, foram identificadas as flavonas 5 (7-

Flavonas R1 R2 R3 R4 
1 OH H OH H 
5 OH H OCH3 C-gli 
6 OH C-gli OCH3 H 
7 OCH3 C-gli OCH3 H 
8 OH OH OH H 
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metoxiluteolina-8-C- -glicopiranosídeo) e 6 (7-metoxiluteolina-6-C- -glicopiranosídeo) nos 

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

 

3.2. Ensaios Biológicos 

3.2.1. Mutagenicidade e Antimutagenicidade 

3.2.1.1. Teste de Ames 

Para avaliar o potencial de alguns tipos de substâncias em causar mutações no DNA, 

destacamos o teste de Ames. É um teste amplamente aceito pela comunidade científica e pelas 

agências e corporações governamentais. Ele é utilizado na avaliação da mutagenicidade de 

vários compostos, dentre eles os extratos de plantas medicinais comumente utilizadas, 

compostos químicos 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 mutações no operon da histidina, o 

que as torna incapazes de crescer na ausência deste aminoácido (histidina-dependentes), e, 

portanto, são incapazes de crescer e formar colônias na sua ausência. Novas mutações no 

local dessas mutações pré-existentes, ou nas proximidades dos genes, podem restaurar a 

função do gene e permitir que as células sintetizem histidina. Estas células recém-mutadas 

podem crescer na ausência de histidina e formar colônias. Por esta razão, o teste é muitas 

vezes referido como um “ensaio de reversão". O número de revertentes é facilmente medido 

pela contagem de uma população de bactérias frente à amostra a ser testada (MORTELMANS 

e ZEIGER, 2000; ZEIGER, 2001). 

As linhagens bacterianas não apresentam enzimas de metabolização, o que 

impossibilita sua capacidade para identificação de agentes mutagênicos de ação indireta. Para 
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superar essa dificuldade, adiciona-se às culturas durante os ensaios a chamada fração S9, que 

contém enzimas de metabolização de xenobióticos e é obtida a partir do fígado de ratos 

(MARON e AMES, 1983). Todas essas características conferem ao teste de Ames uma 

grande capacidade de identificação e caracterização de diferentes agentes mutagênicos, com 

grande eficiência e sensibilidade (SANTOS et al., 2006). 

Dessa maneira, vários trabalhos são realizados e justificam que metodologias usadas 

para avaliar a mutagenicidade de agentes químicos e físicos também podem ser empregadas 

para avaliação e identificação de agentes antimutagênicos (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, 

Califórnia, USA.  

A cepa TA98 apresenta mutação no gene his D (hisD3052) que codifica para a 

histidinol desidrogenase, apresentando como ponto preferencial para a reversão oito resíduos 

repetitivos de GC, e detecta compostos mutagênicos que deslocam o quadro de leitura do 

DNA (frameshift). A mutação hisG46 presente na cepa TA100 ocorre através da substituição 

do códon selvagem GGG (CCC) – prolina – por GAG (CTC) – leucina. Assim, essa cepa 

detecta agentes mutagênicos que ocasionam substituições, principalmente neste par G-C. A 

cepa TA102 contém a mutação ochre TAA no gene hisG e detecta eficientemente mutágenos 

como formaldeído, glioxal, vários hidroperóxidos, bleomicina, fenilidrazina, raios-X, luz UV, 

estreptonigrina e agentes crosslink, como mitomicina-C. A cepa TA97a também detecta 

mutágenos do tipo frameshift e apresenta mutação no gene hisD6610 e são alvos para 

mutação os resíduos GC (MARON e AMES, 1983).  
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As substâncias 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 preferência foi dada para as linhagens que em os 

melhores resultados para os extratos foram obtidos. 

 

3.2.1.1.2. Manutenção e estoque das cepas de Salmonella typhimurium 

As cepas de S. typhimurium ficaram estocadas em tubos para congelamento (1,5 mL), 

e mantidas à -70ºC para que se mantivessem inalteradas todas as suas características 

genéticas. Para cada 0,9 mL de cultura, foram adicionados 0,1 mL de dimetilsufóxido 

(DMSO), que é uma substância crioprotetora.  

 

3.2.1.1.3. Verificação das características genéticas das cepas de S. typhimurium 

As características genéticas das cepas de S. typhimurium foram checadas 

rotineiramente, antes do preparo dos estoques para congelamento. A dependência da histidina, 

presença de mutação rfa, presença de deleção uvrB e a presença de plasmídios de resistência 

também foram verificadas. 

 

3.2.1.1.4. Taxa de reversão espontânea 

A reversão espontânea das cepas-teste para independência à histidina foi medida 

rotineiramente sendo que a frequência de reversão é característica para cada cepa. As colônias 

revertentes prototróficas para a histidina, são facilmente visíveis em placas de ágar mínimo 

glicosado com traços de histidina e biotina, em contraste com as colônias auxotróficas, que 

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

Semeou-se com auxílio de alça de inoculação, pequena quantidade do crescimento da 

cultura em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid nº 2). Incubou-se a 37ºC por 14 horas sob 

agitação (160 rpm) de modo a obter uma densidade de 1-2x109 bactérias/mL. Após 

crescimento, manteve-se a cultura sob refrigeração durante o período que a mesma não 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 mutágenos diretos e indiretos conhecidos que atuaram como agentes 

indutores das mutações. Foram utilizados como controle positivo em ensaios sem ativação 

metabólica o 4-nitrofenilenodiamino (NPD) para as linhagens TA98 e TA97a, azida sódica 

para a linhagem TA100 e mitomicina C para a linhagem TA102 e para os ensaios com 

ativação metabólica foram usados o 2-antramino (TA98, TA100 e TA97a), o 2-aminofluoreno 

(TA102), o BaP (TA98) e a AFB1 (TA100). 

 

3.2.1.1.7. Realização dos ensaios de mutagenicidade 

Foi utilizada a metodologia de pré-incubação, desenvolvida por Maron e Ames (1983), 

e as linhagens TA100, TA98, TA97a e TA102 de Salmonella typhimurium foram utilizadas 

para os extratos e as linhagens TA100 e TA98, para as substâncias isoladas.   

Anteriormente aos ensaios, as concentrações adequadas das amostras foram 

determinadas em experimentos de toxicidade preliminares, onde as máximas concentrações 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 colônias revertentes foram 
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contadas, seu número comparado com o do controle negativo e, depois disso, as 

concentrações consideradas não tóxicas, ou seja, as que mantiveram o número de colônias 

revertentes acima do número de colônias do controle negativo, foram selecionadas e foram 

utilizadas na avaliação mutagênica. 

Sd foi avaliado nas concentrações 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 substâncias isoladas 1 a 8, e a 

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

Em tubos de ensaios foram colocados 0,1 mL de cultura de bactérias e 0,5 mL de 

tampão fosfato pH 7,4 ou 0,5 mL da fração S9 (4%), no caso dos ensaios com ativação 

metabólica, e as amostras. Os tubos assim compostos foram incubados a 37 C durante 20 

minutos. Após esse tempo, foram adicionados 2 mL de ágar de superfície (top-ágar) acrescido 

de uma solução de histidina/biotina 0,05 mM na proporção de 10 mL/100 mL. Em seguida, os 

tubos foram agitados e vertidos em placas de Petri que já continham o meio mínimo 

glicosado. Essas placas foram incubadas por 48 horas a 37 C. Transcorrido esse tempo, foi 

efetuada a contagem das colônias revertentes. Todas as concentrações testadas, controles 

positivos e negativos foram realizados em triplicata. 

 

3.2.1.1.8. Realização dos ensaios de antimutagenicidade 

Para a realização dos ensaios de antimutagênese a metodologia de pré-incubação em 

placas, desenvolvida por Maron e Ames (1983), também foi empregada, sendo, neste ensaio, 

5 concentrações não tóxicas (verificadas por teste de viabilidade prévio, onde o número de 

colônias das amostras + mutágeno foi superior ao número de colônias nas placas do controle 

negativo) das amostras misturadas a 0,1 mL de cultura de bactérias, a um agente mutagênico 

adequado para cada linhagem e a 0,5 mL da solução tampão fosfato pH 7,4, ou a 0,5 mL da 
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fração S9, no caso de ensaios com ativação metabólica, seguindo o protocolo de co-

tratamento. 

As concentrações 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 substâncias 

isoladas 1 a 8, e a mistura M, foram avaliados em concentrações 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 cálculo da porcentagem da inibição da mutagenicidade foi realizado de 

acordo com Tachino et al. (1994) onde: 

 

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

 

 

Nenhum efeito antimutagênico foi encontrado quando a inibição 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). Três experimentos independentes foram realizados com os extratos 

metanólicos e suas substâncias isoladas, todos em triplicata. 

 

3.2.1.1.9. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada com o programa Salanal, adotando o modelo de 

Bernstein et al. (1982), no qual uma regressão linear padrão é 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, os que apresentarem valores de p<0,01. 

Ainda, outro parâmetro analisado foi a razão de mutagenicidade (RM), definida como a média 

do número de revertentes por placa de uma amostra dividida pela média do número de 

revertentes por placa do controle negativo, a qual foi calculada para cada uma das 

concentrações testadas de cada amostra. A amostra foi considerada mutagênica quando a RM 

foi igual ou maior que 2,0 em pelo menos uma das concentrações testadas e quando houve 

uma relação concentração-resposta reprodutível.  

 

3.2.2. Genotoxicidade e Antigenotoxicidade 

3.2.2.1. Ensaio do Cometa Alcalino 

O ensaio do cometa é amplamente usado para detecção de danos ao DNA e reparo em 

células e tecidos de animais e plantas (MOLLER et al., 2010). O principio básico deste teste é 

a migração do DNA em uma matriz de agarose sob condições eletroforéticas 

(KNASMÜLLER, 2011). Quando observadas em microscópio, as células têm a aparência de 

um cometa com cabeça (a região nuclear) e uma cauda contendo os fragmentos de DNA que 

migram em direção 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 condições ambientais (SCHMALZ, 1994). Tanto as culturas primárias quanto as 

linhagens celulares permanentes vêm sendo empregadas na avaliação da genotoxicidade in 

vitro, sendo que as últimas têm oferecido mais vantagens principalmente no cultivo 

(RIBEIRO et al., 2005). A versão in vivo do ensaio cometa é amplamente utilizada em testes 

de genotoxicidade e as suas vantagens incluem a aplicabilidade em diferentes órgãos, 

sensibilidade na detecção de baixos níveis de lesões, análise de pequeno número de células 
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por amostra, fácil execução, curto período para conclusão dos experimentos e custo 

relativamente baixo (TICE et al., 2000). 

Entre os tecidos recomendados para avaliação de danos por meio do ensaio cometa 

estão o fígado e os rins. O fígado é o principal órgão metabolizador de compostos absorvidos, 

como consequência, as células hepáticas são expostas a doses significativas desses compostos 

químicos os quais podem levar às disfunções hepáticas, dano celular e mesmo falência do 

órgão (HARTMANN et al., 2003; ROTHFUSS et al., 2011). 

O teste tem sido muito utilizado na identificação de agentes com atividades 

genotóxicas e antigenotóxicas. A versão 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, 

sítios alcali lábeis (ALS – alkalib-labile sites) e ligações cruzadas entre DNA-DNA e DNA-

proteína, e ainda detectar a prevenção 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 substâncias 

diminuírem os danos causados no material genético por um agente genotóxico. A capacidade 

dessa metodologia em apontar um possível agente protetor de lesões no DNA é de extrema 

importância devido à grande facilidade com que atualmente entramos em contato com agentes 

mutagênicos e/ou cancerígenos. 

 

3.2.2.1.1. Linhagem celular 

A linhagem empregada para a realização dos experimentos foi a HepG2, de carcinoma 

hepatocelular. Essas células foram empregadas por possuírem uma capacidade parcial de 

metabolizar compostos, o 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 tripsinização até um máximo de 10 passagens.   

 

3.2.2.1.2. Meios de cultura e soluções 

Os meios de cultura e soluções necessários para os ensaios foram preparados de 

acordo com as especificações 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 tampão PBS “Phosphate 

Buffered Saline” e solução ATV (solução de tripsina 0,2% + versene 0,2%, Instituto Adolfo 

Lutz), diluída 1:1 com PBS.  

Para a realização do tratamento com extratos e substâncias isoladas nos ensaios de 

genotoxicidade e de antigenotoxicidade, foi usado o meio DMEM não suplementado com 

soro fetal bovino, para evitar a proliferação das células. No ensaio colorimétrico da 

sulforadamina B, foram utilizadas as soluções de ácido tricloroacético 10%, de sulforodamina 

B 0,4% em ácido acético 1%, de ácido acético 1% e tampão Tris base (10mM). 

 

3.2.2.1.3. Tripsinização das culturas celulares 

Após a remoção do meio de cultura, as células foram lavadas usando-se PBS e 

desprendidas da superfície interna do frasco de cultura utilizando-se 0,5 mL de ATV. Após o 

desprendimento das células, 1,5 mL de meio de cultura completo foi adicionado ao frasco 

para a inativação do ATV e homogeneizado. Uma pequena quantidade de células foi, então, 

colocada em cultivo em novos frascos de cultura de 25 cm2 (Corning Incorporated, Acton 

MA, USA) contendo 5 mL de meio de cultura completo, e submetidas às condições 
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padronizadas de incubação (37ºC, em atmosfera com 5% de CO2 e 95% de saturação de 

umidade) até a preparação da próxima 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 criogênicos (2 mL) em uma 

solução 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 nitrogênio líquido (-195ºC) para estocagem definitiva.  

 

3.2.2.1.5. Descongelamento dos estoques celulares 

O vial criogênico retirado do nitrogênio líquido permaneceu em temperatura ambiente 

até que seu conteúdo estivesse completamente descongelado. Este conteúdo foi colocado em 

um tubo de centrífuga estéril (Corning Incorporated, Acton MA, USA – 15 mL) contendo 5 

mL de meio de cultura completo e submetido à centrifugação por 3 minutos a 2000 rpm. O 

sobrenadante foi descartado e, ao pellet, foi acrescentado 1 mL de meio de cultura completo. 

A suspensão celular foi transferida em um novo frasco contendo 5 mL de meio de cultura 

completo, o qual foi incubado nas condições previamente descritas. 

 

3.2.2.1.6. Preparo dos extratos e substâncias isoladas 

As concentrações dos extratos e substâncias isoladas foram definidas a partir do maior 

grau de dissolução das amostras em quantidade mínima do solvente escolhido, o DMSO. 

Posteriormente as mesmas foram dissolvidas em meio DMEM e estocadas a 4ºC. A partir da 

solução estoque foram feitas diluições seriadas para obtenção das concentrações utilizadas em 

teste, com o meio de cultura DMEM não suplementado com soro fetal bovino. A 



 
 

57 
 

concentração máxima de solvente na cultura celular não excedeu a 0,1%, uma concentração 

conhecida que não provoca efeito sobre a viabilidade celular (SCHILIRÒ et al., 2011). 

 

3.2.2.1.7. Avaliação da genotoxicidade e antigenotoxicidade 

3.2.2.1.7.1. Preparo das soluções 

As soluções utilizadas no ensaio do Cometa alcalino seguiram os protocolos de Singh 

et al. (1988) e Tice et al. (2000). Foram utilizadas: solução de lise estoque (NaCl 2,5 M; 

EDTA 100 mM; Tris 10 mM) em pH 10; solução de lise de uso (solução de lise estoque 

acrescida de Triton-X 1% e DMSO 10%) que foi preparada no momento do uso e deixada a 

4ºC por pelo menos 2 horas antes de ser utilizada; solução de eletroforese de pH13 (EDTA 

0,5% e NaOH 3%); solução tampão de neutralização de pH7,5 (Tris 0,4 M); solução de 

agarose com ponto de fusão normal 1,5% e de agarose com baixo ponto de fusão 0,5%; 

solução de coloração (brometo de etídeo a 0,2 mg/mL; PBS de pH 7,4 (NaCl 18%, Na2HPO4 

anidro 2,7%, Na2H2PO4.H2O 0,5%). 

 

3.2.2.1.7.2. Preparação das lâminas 

As lâminas 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 fusão normal foi diluída a 1,5%, deixando quase ferver de 2 a 3 vezes no micro-

ondas. O gel foi colocado já diluído no banho-maria ou em placa aquecida a 60°C e, com o 

auxílio de uma pinça, as lâminas foram mergulhadas na solução de agarose. As lâminas foram 

colocadas na posição horizontal para secar. As lâminas foram conservadas em geladeira por 

aproximadamente 1 mês. 
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3.2.2.1.7.3. Tratamento das células 

3.2.2.1.7.3.1. Realizações dos ensaios de genotoxicidade 

As concentrações dos extratos e substâncias isoladas foram definidas, primeiramente, 

a partir do maior grau de dissolução das amostras em quantidade mínima do solvente 

escolhido, o DMSO. Posteriormente, as amostras foram dissolvidas em meio DMEM e 

estocadas a 4ºC. A partir da solução estoque foram feitas diluições seriadas para obtenção das 

concentrações utilizadas em teste, que foram obtidas através de ensaios de citotoxicidade, 

com o corante proteico Sulforodamina B (descrito no item 3.2.3). A concentração máxima de 

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

As concentrações testadas de Sd variaram entre 0,007 e 72,0 g/mL; de Sm, entre 0,02 

e 210,0 g/mL; de Sn, entre 0,003 e 35,0 g/mL e Ss, entre 0,07 e 710,0 g/mL. As 

concentrações testadas das substâncias isoladas 1, 2, 6, 7 e 8 variaram de 0,01 a 100,0 g/mL 

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

As células HepG2 foram tripsinizadas, submetidas à contagem em câmara 

hemocitométrica de Newbauer (Boeco, Germany) e 400 L foram semeados em placas de 24 

poços (Corning), a uma concentração de 2,5 x 105 células/mL. A aderência das células à placa 

ocorreu durante 24 horas e após esse período, o 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 M. As amostras foram 

submetidas à diluição seriada na própria placa, na proporção de 1:10.  

Foram realizados 2 experimentos independentes, em dois tempos de tratamento 

diferentes, 4 e 24 horas, com 3 replicatas para cada concentração. Após esses tempos, as 

células foram tripsinizadas, centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos, seu sobrenadante foi 

retirado e 100 L solução de agarose de baixo ponto de fusão foi adicionada e 
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homogeneizada. Foram transferidos 100 μL da mistura cuidadosamente para uma lâmina 

previamente preparada com agarose com ponto de fusão normal. Uma lamínula grande (24 x 

60 mm) foi colocada lentamente sobre a lâmina e essa foi deixada na geladeira por 5 minutos. 

A lamínula foi retirada cuidadosamente da lâmina e esta foi mergulhada na solução de lise de 

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

 

3.2.2.1.7.3.2. Realização dos ensaios de antigenotoxicidade 

Os mesmos parâmetros utilizados no ensaio de genotoxicidade foram utilizados nestes 

ensaios. As diferenças entre eles consistiram, primeiramente, em incubar, juntamente com as 

diferentes concentrações testadas das amostras, o agente genotóxico metilmetanosulfonato 

(MMS) e os tempos de tratamento, agora realizados em 30 minutos e 4 horas. O MMS foi 

utilizado na concentração de 4,7 M, 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 substituído pelas 

diferentes concentrações das amostras teste (protocolo de pós-tratamento), que foram 

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

As concentrações testadas, não tóxicas e não genotóxicas, de Sd variaram entre 0,04 e 

360,0 g/mL; de Sm, entre 0,21 e 2100,0 g/mL; de Sn, entre 0,35 e 3500,0 g/mL; de Ss, 

entre 0,7 e 7100,0 g/mL; de 1, entre 0,05 e 500,0 g/mL; de 2 a 8, e da mistura M, de 0,003 

a 25,0 g/mL, no co-tratamento de 30 minutos com o MMS. E variaram para o Sd entre 0,04 

e 360,0 g/mL; para o Sm entre 0,21 a 2100,0 g/mL; para o Sn entre 0,02 e 175,0 g/mL; 

para o Ss entre 0,04 e 355,0 g/mL; para todas as isoladas, e para a mistura M, entre 0,003 e 

25,0 g/mL, no pós-tratamento de 4 horas com o MMS. 
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A partir desse ponto, os mesmos passos utilizados na avaliação da genotoxicidade 

foram seguidos. 

 

3.2.2.1.7.4. Eletroforese 

A solução de eletroforese foi preparada e deixada a 4°C. A cuba de eletroforese, 

envolvida em banho de gelo. As lâminas foram organizadas na cuba do polo negativo para o 

positivo. As lâminas foram deixadas na cuba por 20 minutos já com o tampão 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. Após isso, as lâminas foram 

retiradas cuidadosamente da cuba e mergulhadas na solução de neutralização e deixadas por 

15 minutos. Após esse tempo, as lâminas foram fixadas em etanol puro e conservadas a 4ºC 

até a análise. 

 

3.2.2.1.7.5. Coloração e análise das lâminas 

As lâminas foram coradas com cerca de 70 μL da solução de brometo de etídio, cobertas 

com lamínula grande (24 x 60 mm) e lidas imediatamente após a coloração. As lâminas foram 

analisadas em microscópio de fluorescência (filtro de 516-560 nm, barreira de filtro de 590 

nm) no aumento de 400 x, para permitir a visualização do nucleóides. As imagens dos 

nucleóides foram capturadas em bitmap e analisadas pelo software Tritek CometScore, que 

fornece os parâmetros “% de DNA”, que calcula a quantidade de DNA na cauda do cometa e 

“Tail Moment – TM” que calcula a distância do meio do nucleóide até o final da cauda do 

cometa. Ambos os parâmetros avaliam a extensão do dano causado pela substância-teste e 

agregam a esse dano um valor numérico. Quanto maior é esse valor, maior é o dano.  
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No que diz respeito à avaliação da antigenotoxicidade, o MMS foi incubado juntamente 

com as diferentes concentrações das amostras-teste para que fosse avaliada a capacidade das 

amostras em diminuir o dano causado pelo genotóxico. A porcentagem de diminuição dos 

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

 

% de inibição = [(intensidade da cauda mutágeno – intensidade da cauda amostra)] x 100 

                        Intensidade da cauda mutágeno 

     

3.2.2.1.7.6. Análise Estatística 

A análise estatística do Teste do Cometa foi realizada pelo software GraphPad Prisma 

6.0, onde foi realizada uma análise de variância (One-way ANOVA – teste não paramétrico) 

com pós-teste de Dunns. Foram comparados os diferentes tratamentos e controles aos pares. 

Foram obtidos a média e o desvio-padrão para cada concentração 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 citotóxico dos extratos e substâncias isoladas da família 

Eriocaulaceae, o ensaio com a sulforrodamina B foi o escolhido. Esse teste se baseia na 

identificação de síntese proteica, processo esse que só ocorre em células viáveis (VICHAI e 

KIRTIKARA, 2006). O ensaio colorimétrico da sulforrodamina B (SKEHAN et al., 1990; 

RASMUSSEN e NIELSEN, 2002), corante que se liga a aminoácidos básicos das proteínas 
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celulares e, por avaliação colorimétrica, fornece uma estimativa da massa proteica total, que é 

relacionada ao número de células vivas que foram fixadas. 

 

3.2.3.1.1. Linhagens utilizadas 

 As linhagens empregadas para a realização 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 soluções dos extratos e substâncias isoladas 

As concentrações dos extratos, das substâncias isoladas e da mistura M foram 

definidas a partir do limite de solubilidade das amostras em quantidade mínima do solvente 

escolhido, o DMSO. Posteriormente as mesmas foram dissolvidas em meio DMEM e 

estocadas a 4ºC. A partir da solução estoque foram feitas diluições seriadas para obtenção das 

concentrações utilizadas em teste, com o meio de cultura DMEM não suplementado com soro 

fetal bovino. A concentração máxima de solvente na cultura celular não excedeu a 0,1%.  

Sd foi testado nas concentrações de 0,72 a 7200,0 g/mL; Sm, de 0,21 a 2100,0 

g/mL; Sn, de 0,35 a 3500,0 g/mL e Ss, de 0,71 a 7100,0 g/mL. As substâncias isoladas 1 

a 8, e a mistura M, tiveram suas concentrações variando de 0,01 a 100,0 g/mL, nos ensaios 

com as células HepG2. 

Já para os ensaios realizados com as células MCF-7/BUS, as concentrações utilizadas 

variaram de 8,9 a 720,0 g/mL para Sd; de 2,6 a 210,0 g/mL, para Sm; de 4,3 a 350,0 

g/mL para Sn; e de 8,8 a 710,0 g/mL para Ss. As substâncias isoladas 1 a 8, e a mistura M, 

foram testados de 4,1 a 1000,0 g/mL. 

 



 
 

63 
 

3.2.3.1.3. Ensaio de citotoxicidade 

As células foram tripsinizadas, submetidas à contagem em câmara hemocitométrica de 

Newbauer (Boeco, Germany) e 100 L foram semeados em placas de 96 poços (Corning), a 

uma concentração de 2,5 x 105 células/mL, para as células HepG2, e 1,0 x 105 células/mL, 

para as células MCF-7/BUS. A aderência das células à placa ocorreu durante 24 horas e após 

esse período, o meio de cultura foi removido. As células foram lavadas com 100 μL de PBS. 

O controle de meio consistiu em meio de cultura DMEM, o controle negativo, o meio DMEM 

com 0,1% de DMSO e o controle positivo, de meio DMEM com doxorrubicina na 

concentração de 20 μg/mL, para as células HepG2, e DMSO a 40%, para as células MCF-

7/BUS. As amostras foram submetidas à diluição seriada na própria placa, na proporção de 

1:10, para as células HepG2, e na proporção de 1:3, para as células MCF-7/BUS. Foram 

realizados 3 experimentos independentes, com 3 replicatas para cada concentração. A 

viabilidade celular foi avaliada após 24 horas, para as duas linhagens testadas, e após 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 coloração das proteínas pelo corante 

sulforrodamina B. Este corante possui dois grupos sulfônicos e liga-se às proteínas das células 

fixadas na placa. A técnica colorimétrica da sulforrodamina B consiste na substituição do 

meio de cultura ao final dos tempos de incubação por 200 μL de ácido tricloroacético 10%, 

para a fixação das células. As placas foram incubadas por 1 hora, a 4ºC, na ausência de luz, e 

posteriormente lavadas cinco vezes com água gelada e deixadas em repouso para secagem. 

Em seguida, adicionou-se às placas 200 μL 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 ácido acético 1%, sendo estas deixadas em 

repouso para secagem. O corante foi dissolvido com tampão Tris base pH 10,0 e a 

absorbância foi determinada a 492 nm. 

 

3.2.3.1.5. Análise dos dados do ensaio de citotoxicidade 

A absorbância encontrada para o controle de meio (meio DMEM), ou seja, para as 

células crescidas na ausência dos compostos-teste e na ausência do controle positivo, 

corresponde ao valor de 100% de sobrevivência. Foram comparadas com essa as médias das 

absorbâncias encontradas em cada uma das 5 concentrações das amostras testadas. Foram 

consideradas citotóxicas as concentrações 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 substâncias que foram 

consideradas citotóxicas, os valores de suas concentrações em que 50% (IC50) de morte 

celular foram alcançados também foram calculados usando o método de regressão linear 

padrão. 

 

3.2.4. Estrogenicidade 

3.2.4.1. Teste RYA 

A necessidade de estabelecer métodos simples, rápidos e capazes de detectar e 

caracterizar a presença de desreguladores endócrinos no meio ambiente (PASSOS et al., 

2009) e/ou fitoestrógenos que podem ser uma alternativa à terapia hormonal pós-menopausa 

(KURZER, 2003), tem levado ao desenvolvimento de um grande número de ensaios in vitro e 

in vivo (PASSOS et al., 2009). 
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A maioria desses ensaios está classificada dentro de uma das três categorias: a) ensaios 

de ligação competitiva ao RE, que verificam a afinidade de ligação de um composto químico 

ao RE; b) ensaios de informação gênica, que determinam se a transcrição e tradução gênica 

são dependentes da interação do RE com seu ligante; e c) ensaios de proliferação celular, que 

avaliam o aumento do número de células alvo, durante a fase exponencial de proliferação. 

Assim, esses ensaios atuam em diferentes níveis de complexidade biológica na resposta 

celular aos estrogénos (FANG et al., 2001). 

Um ensaio utilizado neste trabalho e usado para avaliar o potencial de desregulação 

endócrina de uma substância, é o ensaio de levedura recombinante (RYA) (CÉSPEDES et al., 

2004) onde a atividade estrogênica é resultado da interação direta com o RE (WANDA et al., 

2006; ZACHAREWSKI, 1998). Esse ensaio com gene repórter utilizando células de levedura 

é uma alternativa rápida 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, o RE humano, e um gene repórter, 

contendo o elemento responsivo a estrógeno do gene da vitelogenina B1 de Xenopus laevis, o 

qual promove a expressão da enzima -galactosidase pela ativação do gene lacZ (Figura 7) 

(GARCIA-REYERO et al., 2001, 2005).  

 



 
 

66 
 

 

Figura 7. Mecanismo de ação exercido pelo RYA. 

 

O gene repórter é construído de uma forma que esta enzima só será expressa na 

presença do complexo receptor-ligante, imitando o mecanismo pelo qual muitos genes 

responsivos a hormônios são regulados nos vertebrados (CÉSPEDES et al., 2005; 

NOGUEROL et al., 2006). A expressão do gene repórter é então monitorada por sua 

atividade enzimática utilizando substratos, cujos produtos são fáceis de detectar e quantificar 

(NOGUEROL et al., 2006). 

Neste teste é utilizado como substrato 4-metilumbeliferona- -D-galactopiranosídeo 

(MuGal). A hidrólise desde substrato promove a formação de um produto fluorescente 4-

metilumbeliferona, o qual é medido em espectrofotômetro (355 nm de excitação e 460 nm de 

emissão). Uma curva dose-resposta relacionando a atividade da enzima -galactosidase com a 

concentração de estradiol é usada para atribuir um valor estradiol-equivalente (EEQ) 

(FERNANDEZ et al., 2009; NOGUEROL et al., 2006).  

Duas características da célula leveduriforme são fundamentais para o sucesso do RYA. 

Primeiro, a levedura não tem um sistema endógeno homólogo de receptores nucleares de 
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vertebrados que poderiam interferir com o ensaio. Em segundo lugar, o processo de alteração 

conformacional e pós-transducional da proteína de vertebrados em levedura é muito 

semelhante ao das células de mamíferos, o que resulta na preservação da estrutura do receptor 

quando expresso em levedura (GREEN e CHAMBON, 1991; NOGUEROL et al., 2006).  

O RYA mostrou-se específico, sensível e reprodutível (PASSOS et al., 2009), tem um 

tempo experimental relativamente curto e não 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 ura3 0 leu2 0 his3 1 

met15 0), obtida da EUROSCARF, Frankfurt, Alemanha, gentilmente cedida pelo Profº Drº 

Benjamin Piña, 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 plasmídeos pH5HE0 e pVITB2x foi 

descongelada do estoque à -70ºC e crescida a 30ºC, 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 mínimo SD (base nitrogenada sem aminoácidos 6,7 g/L, glicose 20 g/L) com 

ausência de uracila e leucina (-Ura-Leu), suplementado dos aminoácidos prototróficos 

necessários (0,1 g/L de histidina e metionina), por mais 1-2 dias. Então, 10 L dessa cultura 

foram inoculados em 30 mL de meio mínimo, o qual foi incubado a 30ºC até atingir 

D.O.600nm=0,1.  

As concentrações iniciais dos extratos e substâncias isoladas foram selecionadas por 

teste prévio de toxicidade, onde foram dissolvidos em quantidade mínima de solvente 

(DMSO). Dez microlitros de concentrações não tóxicas (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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então foram adicionados a alíquotas de 90 L de cultura de levedura na placa de 96 orifícios e 

essa mistura inicial foi usada para subsequentes diluições seriadas (com os fatores de diluição 

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-β-estradiol/poço), e de toxicidade. Este último é feito 

colocando-se a diluição de 1:30 da amostra-teste com o estradiol (E2) e com a levedura. O 

estradiol é utilizado neste controle para facilitar a visualização de possíveis efeitos tóxicos das 

substâncias avaliadas, pois a fluorescência obtida neste caso seria bastante alta e mesmo 

pequenas mudanças nela seriam percebidas. 

Após isso, a microplaca foi incubada por 6 horas a 30ºC com agitação. Decorrido esse 

período, 50 L de tampão de lise (Y-PER, Pierce, Rockford, USA) foram adicionados a cada 

orifício e a microplaca foi novamente incubada na mesma temperatura por mais 30 minutos. 

A seguir, foram adicionados 50 L de tampão suplementado com 0,1% de mercaptoetanol e 

0,5% da solução de 4-metilumbeliferona β-D-galactopiranosídeo (MuGal). Após breve 

centrifugação a 1.000 rpm, as microplacas foram lidas em espectrofotômetro (355 nm de 

excitação e 460 nm de emissão). A fluorescência foi medida durante 15-20 minutos (uma 

medida por minuto) e os valores da atividade da -galactosidase foram avaliados pelo 

aumento das unidades de fluorescência em relação ao tempo, usando o método de regressão 

linear padrão. 

 

3.2.4.1.1. Análise dos dados 

Este ensaio quantificou a atividade estrogênica, a qual foi calculada como estradiol-

equivalentes (EEQ) (CÉSPEDES et al., 2005; 2004). O teste RYA não fornece uma medida 

direta da concentração (ou massa) molar dos xenoestrógenos, mas sua atividade estrogênica. 

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 diluição na qual a atividade da -

galactosidase foi indistinguível da atividade do controle (somente veículo). Para traduzir os 

resultados de diluições seriadas para EEQ, assume-se que as curvas dose-resposta hormonais 

seguem uma função sigmoidal, 

   R – R0     = ___1____        

                                                         Rmax – R0        1 + Kd 

                                 [L] 

 

Na qual R0, R e Rmax representam as unidades de -galactosidase obtidas sem adição 

de ligante (ou composto-teste), as obtidas numa dada concentração de ligante [L], e as obtidas 

numa concentração de saturação de ligante, respectivamente. O Kd representa a constante de 

dissociação do complexo ligante-hormônio e seu valor coincide com o do EC50, que é a 

concentração de ligante que exerce 50% da máxima resposta. Para as diluições seriadas das 

amostras, gráficos de fatores de diluição x resposta relativa seguem uma função sigmoidal 

invertida, na qual o EC50 aparente corresponde à diluição (real ou teórica) que exerce 50% da 

resposta máxima. Os valores de EC50 aparente para cada amostra (um mínimo de duas 

replicatas, com no mínimo quatro pontos cada) foram calculadas usando métodos de 

regressão não-linear padrão. Esses valores foram convertidos a EEQ assumindo que eles 

correspondam ao EC50 do estradiol, 40ng/L-1 no nosso ensaio. Três experimentos 

independentes foram realizados com os extratos metanólicos e substâncias 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 não podem ser 

deixados de lado. Predominantemente baseado em linhagens celulares derivadas de humanos, 

as técnicas de proliferação utilizam alguns parâmetros para medir a multiplicação celular 

induzida pela exposição a compostos estrogênicos. Linhagens celulares comumente usadas 

são as células de câncer de mama humano responsivas a estrógenos, MCF-7 ou T47-D 

(ZACHAREWSKI, 1997). Todavia, para assegurar a confiabilidade da técnica, é necessário 

garantir que a linhagem celular empregada apresente elevada especificidade de resposta a 

estrógenos e não prolifere em resposta à ligação a outros receptores, como por exemplo, 

fatores de crescimento (JONES et al., 1998). 

A linhagem celular de câncer de mama (MCF-7/BUS), utilizada neste estudo, foi 

derivada de uma efusão pleural de uma paciente com carcinoma mamário metastático, 

previamente tratado com radioterapia e terapia hormonal (SOULE et al., 1973). Desde aquela 

época, essas células passaram por inúmeras mudanças, e os estudos demonstram que variantes 

da linhagem MCF-7 mostram diferenças intrínsecas em características como a taxa de 

proliferação estrogênio-dependentes, tempo de duplicação 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 presença de estrógenos ou compostos que os mimetizam. 

Essas células são recomendadas devido a sua reprodutibilidade e sensibilidade estável a esses 

hormônios. O método pode diferenciar compostos agonistas, agonistas parciais ou inativos 

(KORACH e MCLACHLAN, 1995), comparando a proliferação celular obtida em 

concentrações variáveis da substância em análise com aquelas observadas após exposição 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 substâncias 

químicas com atividade endócrina, o E-screen apresenta o maior nível de complexidade 

biológica, podendo isso ser considerado como um ponto de eficácia. Muitos fatores devem ser 

considerados durante o planejamento experimental, desenvolvimento e avaliação da 

combinação de efeitos estrogênicos e antiestrogênicos por diferentes mecanismos. 

O teste do E-screen foi realizado em microplacas com 24 orifícios, conforme descrito 

por Rasmussen e Nielsen (2002). Foram semeados 400 μL de uma suspensão de 5x104 

células/mL. Após 24 horas, e aderência das células, o meio de cultura foi substituído por outro 

meio com soro livre de estrógenos (10% de soro fetal bovino tratado com carvão/dextrana) e 

foram realizados os tratamentos com 5 (no caso dos extratos) ou 6 (no caso das substâncias 

isoladas) concentrações diferentes.  

As concentrações iniciais dos extratos e substâncias isoladas foram selecionadas por 

teste prévio de toxicidade (descrito no item 3.2.3). Nesse, as concentrações utilizadas foram 

próximas do limite de solubilidade de cada amostra.  

As concentrações selecionadas para este ensaio variaram de 0,01 a 2,97 g/mL, para o 

Sd; para o Sm, de 0,004 a 0,87 g/mL; para o Sn, de 0,006 a 1,43 g/mL e para o Ss, de 0,04 

a 8,8 g/mL. Entre as substâncias isoladas, 1 foi testada nas concentrações de 0,02 a 4,10 

g/mL; 2, de 0,05 a 12,3 g/mL; 3, de 0,02 a 4,10 g/mL; 4, de 0,15 a 37,5 g/mL; 5, de 0,2 

a 37,0 g/mL, 6, de 0,5 a 111,0 g/mL; 8, de 0,006 a 1,37 g/mL e M, de 0,3 a 75,0 g/mL. 

A substância isolada 7, não foi testada pois não havia quantidade suficiente para a realização 

desses ensaios.    

Após 144 horas (6 dias), as células foram fixadas com 500 L de ácido tricloroacético 

a 10% por poço e incubadas a 4ºC por 1 hora, na ausência de luz. Em seguida as placas foram 

lavadas com água de torneira gelada e as células foram tratadas com 500 μL de uma solução 

de sulforrodamina a 0,4% em ácido acético 1% por poço. As placas foram incubas por 30 
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minutos a temperatura ambiente. Após esse tempo, as placas foram lavadas com ácido acético 

1% (cinco vezes), deixadas em repouso, em temperatura ambiente, para secagem. Com as 

placas secas, o corante ligado às células foi solubilizado com 500 l de Tris base 10 mM (pH 

= 10,5) por poço durante 20 minutos. Finalmente, a intensidade do corante foi lida no leitor de 

microplacas SynergyTM H1, Biotec, em 492 nm.  

Foram utilizados o 17- -estradiol (10-8 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 hormônio, como controle de meio. Os testes com as substâncias 

isoladas foram realizados sem controle negativo, e somente com controle de meio, pois os 

compostos não estavam diluídos em DMSO. 

 

3.2.4.2.1. Remoção de estrógenos endógenos do soro fetal bovino 

A remoção de estrógenos endógenos foi realizada por meio do tratamento do soro fetal 

bovino com carvão 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 carvão coberto com dextrana, por 1 hora. Após esse tempo, o soro foi 

aliquotado em tubos de centrífuga e foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos, duas vezes. 

Após centrifugação, o sobrenadante foi esterilizado através de membrana filtrante de 0,22 m 

e estocado a -20ºC até o uso. 

 

3.2.4.2.2. Análise dos resultados 

Após leitura das placas foram determinados os parâmetros de atividade estrogênica. 

Um dos parâmetros calculados foi o efeito proliferativo (EP), que estabelece a taxa máxima 

de proliferação induzida pela substância em células MCF7-BUS. Esse parâmetro é obtido pela 
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relação entre a taxa de proliferação apresentada pela substância avaliada ou pelo 17-β-

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

 

EP = absorbância do composto/absorbância do controle negativo 

 

Outro parâmetro estabelecido é o efeito proliferativo relativo (EPR), que estabelece 

uma relação entre a taxa máxima de proliferação da substância avaliada e a taxa máxima 

obtida pelo 17-β-estradiol.  

 

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

 

As amostras que apresentaram EPR menor de 25%, em todas as suas concentrações 

testadas, foram consideradas não estrogênicas e não proliferativas. As que apresentaram EPR 

entre 25 e 80%, em pelo menos uma de suas concentrações testadas, foram consideradas 

como agonistas parciais dos REs. As que apresentaram EPR acima de 80%, em pelo menos 

uma de suas concentrações testadas, foram consideradas estrogênicas, com caráter 

proliferativo das células MCF-7/BUS e agonistas totais dos REs (KUCH et al., 2010). 

Os parâmetros obtidos foram submetidos à análise de variância ANOVA (assumindo 

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

 

3.2.5. Modulação da Expressão Gênica 

O rápido avanço das pesquisas em genética e biologia molecular, consequência do 

atual progresso das tecnologias empregadas nessas áreas, exige que técnicas mais avançadas 

sejam incorporadas aos testes clássicos de citogenética para melhor compreensão de como os 

compostos interagem com o DNA (GARCIA-CAÑAS et al., 2010). 
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A análise da expressão gênica global pode ser realizada com o uso da técnica de 

microarray enquanto a expressão de genes individuais é freqüentemente avaliada por meio da 

reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction ou PCR) quantitativa em tempo 

real (GOHIL e CHAKRABORTY, 2004). 

Os microarrays de DNA são coleções de oligonucleotídeos, segmentos de DNA fita 

única (denominadas sondas), geralmente anexados a uma lâmina de vidro em locais pré-

definidos, representando milhares de genes. São utilizadas duas amostras de RNA em 

situações distintas, um controle e a amostra. Após a extração do RNA mensageiro e confecção 

do DNA complementar (cDNA), as amostras de cDNA são diferencialmente marcadas com 

compostos fluorescentes. Este cDNA marcado é, então, desnaturado por aquecimento e 

hibridado com os oligonucleotídeos na lâmina de microarray e um scanner especial realiza a 

leitura da intensidade da fluorescência nos comprimentos de onda referente aos 2 compostos 

fluorescentes utilizados. As imagens digitalizadas são analisadas por um software específico 

que irá converter a cor e a intensidade da fluorescência em um conjunto de valores numéricos 

(STORHOFF et al., 2004). A análise da vasta quantidade de dados de microarrays é uma 

tarefa árdua e os resultados positivos encontrados devem ser validados pela técnica de PCR 

em tempo real.  

O sistema “RT2 Profiler PCR Array” representa a união da RT-qPCR Syber Green 

(no qual fluoróforos se ligam à fita-dupla de DNA, emitindo fluorescência) com a capacidade 

de avaliação de múltiplos genes do microarray podendo ser aplicado em estudos de 

toxicologia, oncologia, imunologia, entre outros. Neste sistema, dezenas a centenas de genes 

de vias metabólicas específicas podem ser avaliadas simultaneamente sem a necessidade da 

validação exigida pela técnica do microarray. PCR Arrays estão disponíveis para várias vias 

metabólicas, entre elas, apoptose, transdução de sinais, câncer, 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 análise da expressão gênica aproximadamente 1 x 106 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 concentração de 40,5 g/mL, ou 

meio de cultivo DMEM (controle), em triplicata, em microplacas de seis orifícios. Essa 

mistura foi a escolhida para a realização desse ensaio, e nessa concentração, pois foi a que 

apresentou os melhores resultados de estrogenicidade, no teste E-screen, dentre as demais 

isoladas. Essa concentração foi utilizada para se manter a mesma concentração celular e a 

quantidade de substâncias disponíveis para as células. No ensaio E-screen, a concentração 

com o melhor potencial foi a de 2,7 g/mL e foram utilizadas 2 x 104 células/poço. No PCR 

Array, utilizou-se 3 x 105 células/poço. Sendo esse número 15 vezes maior, estimou-se que 

uma concentração da mistura M também 15 vezes maior fosse capaz de exercer efeitos na 

expressão gênica representativos dos encontrados no ensaio E-screen, por isso utilizamos 40,5 

g/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 à 

extração do RNA, síntese de cDNA e então realizada a técnica de RT-qPCR Array em 

triplicata para controle e teste.  

 

3.2.5.2. Extração de RNA 

As células foram submetidas ao procedimento de extração de RNA total segundo o 

protocolo do fabricante do RNeasy Mini Kit (SABiosciences; Frederick, MD, USA) que inclui 

os passos de lise das células, purificação do RNA, tratamento com DNAse e eluição do RNA 

com água livre de nuclease fornecido pelo fabricante.  
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Para a quantificação das amostras de RNA total, uma alíquota de 2μl foi diluída em 

198μl de água livre de nuclease. Para quantificar o DNA, usou-se um espectrofotômetro 

(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). Este aparelho quantifica o DNA de cadeia dupla (entre 

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

 

C = Abs x e 
        b 
 
 

Onde C é a concentração de DNA em ng/μl, Abs é a absorbância (neste caso a 260nm, 

que corresponde ao pico de absorção de UVs do DNA), e é o coeficiente de extinção (que 

para o DNA de cadeia dupla é igual a 50 ng.cm/μL) e b a altura da coluna criada no 

espectrofotômetro (que neste caso corresponde a 1 cm). Assim, quando o NanoDrop mede a 

absorbância a 260 nm obtêm-se um valor, que multiplicado por 50 (constante e) indica a 

concentração de DNA na amostra, em ng/μL. 

O aparelho também lê a absorbância a 280 nm, que corresponde ao pico de absorção 

de UVs de proteínas, e a 230 nm, que corresponde ao pico de absorção de UVs de 

contaminantes orgânicos, fazendo, assim, as razões da absorbância 260/280 e 260/230, com as 

quais se pode verificar a pureza das amostras. Uma solução pura de RNA apresenta razão 

A260/280 em torno de 2,0, razões inferiores a 1,7 são indicativas de contaminação. Devem 

ser utilizadas razões entre 1,8 e 2,2. 

A integridade do RNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, em 

tampão de corrida TBE (10,8 g/L Tris Base, 5,5 g/L ácido bórico e 4 mL de EDTA 0,5 mM/L, 

pH=8). Imediatamente antes da eletroforese as amostras de RNA foram desnaturadas (65ºC 

por 5 minutos, seguido de banho de gelo por 10 minutos) em solução de formamida (60% do 

volume final), 1 μL de brometo de etídio (1 mg/mL) e 1/10 do volume da solução de tampão 

de carregamento 10 x (50 mM Tris-HCl pF 7,6, 0,25% de azul de bromofenol, 60% glicerol) 



 
 

77 
 

(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 -

80ºC. 

 

3.2.5.3. Síntese de cDNA 

A síntese de cDNA foi realizada com o kit RT2 First Strand Kit (SABiosciences; 

Frederick, MD, USA) de acordo com as instruções do fabricante. O produto da reação de RT-

PCR foi diluído em 91 μL de água duplamente destilada e mantido a -20ºC até o momento do 

uso.  

 

3.2.5.4. RT2 Profiler PCR Arrays 

As reações 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 reações de PCR Array foi preparado com RT² SYRB 

Green/ROX qPCR Master Mix (SABiosciences; Frederick, MD, USA) suficiente para uma 

microplaca, água duplamente destilada e cDNA de cada amostra. O mix foi homogeneizado e 

25 μL da solução distribuída em cada um dos 96 orifícios da placa de PCR Array que já 

continham os iniciadores de interesse. Além dos 84 genes de células de câncer de mama, as 

placas continham 5 diferentes controles endógenos, um controle para contaminação por DNA 

genômico, controle da transcriptase reversa e controle positivo para PCR. A distribuição dos 

genes analisados e dos controles na placa pode ser observada no Anexo 2. O equipamento 

utilizado para as reações de RT-qPCR foi o Applied Biosystems 7500 PCR Systems (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) e as condições de ciclagem foram: 95ºC por 10 minutos e 

40 ciclos de 95ºC por 15s e 60ºC por 1 minuto. Em seguida foi realizada a curva de 
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dissociação elevando-se a temperatura de 65 a 95ºC, com variação de 2ºC por minuto. A 

Figura 8 demonstra os passos realizados desde a obtenção do RNA até os gráficos de análise 

dos resultados. 

 

 

 
Figura 8. Fluxograma da análise da expressão gênica por PCR Array. Esquema ilustrando o 
sistema de PCR em tempo real (RT2 ProfilerTM PCR Array System) e as fases desde a 
obtenção do RNA até a análise dos resultados. 
 

 

3.2.5.5. Análise estatística 

Após a amplificação das amostras, os cálculos da expressão diferencial foram 

realizados pelo programa RT2 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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não expressos. A normalização e quantificação relativa da expressão gênica foram realizadas 

pelo método de 2-ΔΔCt (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Entre as vantagens do método 

comparativo de Ct estão a facilidade de aplicação do método e a possibilidade de 

apresentação dos dados através do aumento em vezes na expressão.  

Após isso, o Teste t de Student foi realizado para avaliar a significância das diferenças 

na expressão gênica entre controle e teste. A expressão de genes com valores de p˂0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. Os dados estão representados como diferença 

(fold regulation) na expressão gênica, que foi normalizada pela média geométrica de cinco 

genes de controle endógeno. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Mutagenicidade 

Os extratos metanólicos Sd, Sm, Sn, e Ss foram avaliados nas concentrações 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 

presença (+S9) e na ausência (-S9) de metabolização.  

De acordo com os dados da Tabela 2, verificou-se que, tanto em ausência (-S9), 

quanto na presença de metabolização (+S9), a mutagenicidade foi considerada negativa, 

ficando com todos os valores de RM abaixo de 2, em todas as linhagens testadas, todas 

concentrações testadas, de todos os extratos, exceto pelo extrato Ss, que apresentou indícios 

de mutagenicidade na linhagem TA100, na presença de metabolização (+S9), pois teve o seu 

RM menor que 2,0 em todas as concentrações testadas, mas apresentou uma relação dose-

resposta nas maiores concentrações testadas (17,7 a 53,0 mg/placa). 

Os dados da avaliação da mutagenicidade das substâncias isoladas foram dispostos 

juntamente com os dados da avaliação da sua antimutagenicidade (seção 4.2), pois foram 

realizados apenas testes preliminares, na presença de metabolização, com algumas linhagens 

(TA100 e TA98), para averiguar se nessas condições havia potencial mutagênico. 
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4.2. Antimutagenicidade 

Os extratos metanólicos Sd, Sm, Sn e Ss foram avaliados nas concentrações 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 35,4 mg/placa, 

respectivamente, nas linhagens TA100, TA98 e TA102 de S. typhimurium, na presença (+S9) 

e na ausência (-S9) de metabolização. 

De acordo com os dados dispostos na Tabela 3, verificou-se que o Sd apresentou 

atividade antimutagênica nas três linhagens testadas, todavia os resultados mais proeminentes 

foram verificados na presença de metabolização, nas linhagens TA100 e TA98. Para a 

linhagem TA100, a maior taxa de inibição da mutagenicidade causada pela AFB1 foi de 78%, 

encontrada na concentração de 18,0 mg/placa. Para a TA98, alcançou valores maiores da taxa 

de inibição da mutagenicidade causada pelo BaP. O maior valor encontrado foi de 96%, na 

mesma concentração de 18,0 mg/placa. Para a TA102, na ausência de metabolização, os 

resultados foram menos expressivos nas 3 menores concentrações (0,1; 0,3 e 0,5 mg/placa), 

mas alcançou até 73% na maior concentração testada (1,0 mg/placa). 

Ainda na Tabela 3, pode-se verificar que o Sm apresentou atividade antimutagênica 

nas 3 linhagens testadas e, assim como no extrato Sd, os resultados mais proeminentes foram 

verificados na presença de metabolização, nas linhagens TA100 e TA98. Na TA100, o maior 

valor encontrado da taxa de inibição foi de 72%, na concentração de 4,7 mg/placa. Para a 

TA98, o extrato reduziu até 55% da mutagenicidade causada pelo NPD, na sua maior 

concentração testada (9,4 mg/placa), na ausência de metabolização. Na presença da mistura 

S9, os resultados foram maiores, alcançando até 91% de inibição da mutagenicidade causada 

pelo BaP também na sua maior concentração testada. 

Na Tabela 4 estão dispostos os dados do Sn e pode-se verificar que este apresentou 

atividade antimutagênica nas 3 linhagens testadas, assim como os extratos Sd e Sm. Na 

linhagem TA100, resultados expressivos foram encontrados apenas na presença de 
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metabolização, onde o maior valor da taxa de inibição foi 75% na concentração de 6,0 

mg/placa. Para a linhagem TA98, o extrato reduziu 60% da mutagenicidade causada pelo 

NPD, na concentração de 17,5 mg/placa, na ausência de metabolização. Na presença da 

mistura S9, os resultados foram maiores, alcançando até 80% de inibição, na maior 

concentração testada (6,0 mg/placa). 

Ainda na Tabela 4, o Ss também apresentou atividade antimutagênica nas três 

linhagens testadas. Na linhagem TA100, resultados expressivos foram encontrados apenas na 

presença de metabolização, alcançando até 69% de inibição na sua maior concentração (35,4 

mg/placa). Para a linhagem TA98, o extrato reduziu até 54% da mutagenicidade causada pelo 

NPD, também na sua maior concentração, na ausência de metabolização. Na presença da 

mistura S9, os resultados foram maiores, alcançando 89% de inibição, também na sua maior 

concentração. Na linhagem TA102, reduziu até 64% da mutagenicidade causada pela 

mitomicina C, na concentração de 17,7 mg/placa, na ausência de metabolização. 

Anteriormente à realização dos ensaios de antimutagenicidade, ensaios preliminares 

onde as substâncias isoladas e a mistura M foram testadas nas linhagens TA100 e TA98, na 

presença da fração metabolizadora S9, apenas para verificar se elas não induziam o aumento 

da mutagenicidade nessas condições. 

 Na Tabela 5, portanto, estão dispostos os dados da avaliação da mutagenicidade das 

substâncias isoladas 1 a 8 e da mistura M. As substâncias e a mistura foram avaliadas nas 

concentrações de 25,0; 50,0 e 100,0 g/placa, nas linhagens TA100 e TA98 de S. 

typhimurium. Verificou-se que, na presença de metabolização (+S9), a mutagenicidade foi 

considerada negativa para todas as concentrações testadas, de todas as substâncias isoladas, 

em ambas as linhagens testadas. 

Na Tabela 6 estão dispostos os dados da avaliação da antimutagenicidade das 

substâncias isoladas 1 a 8, e da mistura M, que foram avaliadas nas concentrações de 12,5; 
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25,0 e 50,0 g/placa cada uma, nas linhagens TA100 e TA98, na presença de metabolização 

(+S9). Foram escolhidas essas duas linhagens apenas, pois foram as que apresentaram os 

melhores resultados na antimutagenicidade dos extratos. 

De acordo com os dados pode-se verificar que todas as substâncias isoladas, exceto 3, 

foram antimutagênicas 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 revertência causada pela AFB1. A substância 3 apresentou 

melhor efeito antimutagênico na linhagem TA98, na presença de metabolização, e diminuiu 

em até 54% a mutagenicidade causada pelo BaP. 
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Tabela 5. Atividade mutagênica expressa pelo número médio de revertentes/placa + desvio padrão e 
razão de mutagenicidade (RM) das substâncias 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 presença de metabolização (+S9). 

 

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

 

Revertentes de Salmonella typhimurium / placa + DP (I%) 
Tratamento 
( g/placa) TA100 (+S9e) TA98 (+S9f) Tratamento 

( g/placa) TA100 (+S9e) TA98 (+S9f) 

1   6   

C- 163 + 9 29 + 0 C- 163 + 9 29 + 0 

25,0 170 + 7 (1,0) 31 + 2 (1,1) 25,0 175 + 28 (1,1) 33 + 6 (1,1) 
50,0 166 + 16 (1,0) 21 + 7 (0,7) 50,0 164 + 2 (1,0) 33 + 6 (1,1) 
100,0 149 + 6 (0,9) 17 + 1 (0,6) 100,0 119 + 4 (0,7) 21 + 2 (0,7) 
C+ 1332 + 55 230 + 8 C+ 1332 + 55 230 + 8 
      
2   7   
C- 163 + 9 29 + 0 C- 163 + 9 29 + 0 
25,0 168 + 10 (1,0) 22 + 2 (0,8) 25,0 168 + 8 (1,0) 30 + 2 (1,0) 
50,0 190 + 8 (1,2) 25 + 4 (0,9) 50,0 168 + 2 (1,0) 27 + 3 (0,9) 
100,0 146 + 6 (0,9) 22 + 6 (0,8) 100,0 139 + 3 (0,9) 18 + 11 (0,6) 
C+ 1332 + 55 230 + 8 C+ 1332 + 55 230 + 8 
      
3   8   
C- 163 + 9 29 + 0 C- 163 + 9 29 + 0 
25,0 205 + 1 (1,3) 33 + 10 (1,1) 25,0 170 + 6 (1,0) 28 + 11 (1,0) 
50,0 196 + 9 (1,2) 29 + 13 (1,0) 50,0 158 + 21 (1,0) 24 + 2 (0,8) 
100,0 142 + 32 (0,9) 22 + 3 (0,8) 100,0 138 + 19 (0,9) 33 + 4 (1,1) 
C+ 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 (1,2) 24 + 1 (0,8) 25,0 186 + 13 (1,1) 30 + 5 (1,0) 
50,0 189 + 7 (1,2) 26 + 0 (0,9) 50,0 174 + 3 (1,1) 22 + 3 (0,8) 
100,0 166 + 8 (1,0) 22 + 6 (0,8) 100,0 143 + 13 (0,9) 16 + 4 (0,6) 
C+ 1332 + 55 230 + 8 C+ 1332 + 55 230 + 8 
      
5      

C- 163 + 9 29 + 0    
25,0 175 + 20 (1,1) 28 + 7 (1,0)    
50,0 186 + 22 (1,1) 23 + 5 (0,8)    
100,0 156 + 7 (1,0) 19 + 3 (0,7)    
C+ 1332 + 55 230 + 8    
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4.3. Genotoxicidade 

S. dealbatus (Sd) foi testado nas concentrações de 0,007 a 72,0 g/mL; S. macrolepsis 

(Sm), de 0,02 a 210,0 g/mL; S. nitens (Sn), de 0,003 a 35,0 g/mL e S. suberosus (Ss), de 

0,07 a 710,0 g/mL. 

Foram realizados 2 experimentos independentes, todos em triplicata (Tabela 7), com 5 

concentrações diferentes e os resultados obtidos mostram que, dentre os extratos, Sd, Sn e Ss, 

após 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 metanólico de Sm não apresentou resultados expressivos em nenhuma das 

concentrações testadas, em nenhum dos experimentos. 

As concentrações testadas das substâncias isoladas 1, 2, 6, 7 e 8 variaram de 0,01 a 

100,0 g/mL; das isoladas 3, 4 e 5, e da mistura M, de 0,1 a 1000,0 g/mL. De acordo com os 

dados dispostos na Tabela 8, podemos verificar que as substâncias 1 (luteolina) e 5 (7-

metoxiluteolina-8-c- -glicopiranosídeo) 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 após 4 horas de tratamento.  

Após 24 horas de tratamento, nenhum dos extratos, nem suas substâncias 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 padrão (DP) obtidos através do Teste do Cometa alcalino em células HepG2 tratadas por 4 e 
24 horas com os extratos metanólicos de S. dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S. 
suberosus (Ss) e seus respectivos controles positivo e negativo. 

 

 
C+: Controle positivo, MMS (metilmetanosulfonato) 6,25 M/ 1x105 células; C-: Controle 
negativo, DMSO (dimetilsulfóxido) 0,1 %. * P < 0,05.  

 

 

Amostras 
( g/mL) % DNA + DP TM + DP 

Sd 4h 24h 4h 24h 
0,007 6,518 + 0,022 6,252 + 0,045 3,282 + 0,032 2,564 + 0,044 
0,07 20,97 + 0,031* 10,63 + 0,021 35,81 + 0,013* 8,397 + 0,045 
0,72 11,91 + 0,076 5,066 + 0,004 16,06 + 0,101 1,465 + 0,043 
7,2 7,661 + 0,053 6,757 + 0,040 18,25 + 0,098 4,930 + 0,056 
72,0 14,59 + 0,078 6,405 + 0,026 18,62 + 0,056 2,625 + 0,065 
C+ 23,53 + 0,131 16,83 + 0,023 50,14 + 0,075 47,35 + 0,066 
C- 5,861 + 0,034 5,188 + 0,008 8,651 + 0,033 2,326 + 0,078 

     
Sm     
0,02 5,450 + 0,027 5,118 + 0,066 2,099 + 0,066 4,877 + 0,015 
0,21 6,989 + 0,055 5,466 + 0,074 2,403 + 0,054 4,841 + 0,013 
2,1 4,762 + 0,063 3,806 + 0,098 1,299 + 0,031 1,304 + 0,002 
21,0 4,126 + 0,068 4,263 + 0,087 1,488 + 0,030 1,428 + 0,021 
210,0 6,110 + 0,059 4,303 + 0,069 3,243 + 0,027 1,056 + 0,031 
C+ 40,42 + 0,178 35,98 + 0,054 56,45 + 0,064 34,97 + 0,087 
C- 5,588 + 0,013 4,567 + 0,034 2,799 + 0,028 2,067 + 0,031 

     
Sn     
0,003 4,861 + 0,041 4,778 + 0,032 1,562 + 0,017 2,183 + 0,044 
0,03 6,518 + 0,032 6,252 + 0,052 3,282 + 0,034 2,564 + 0,067 
0,35 4,463 + 0,027 4,894 + 0,078 1,126 + 0,023 0,881 + 0,055 
3,5 12,35 + 0,041 4,263 + 0,075 20,61 + 0,065 2,564 + 0,056 
35,0 17,03 + 0,056* 4,303 + 0,086 24,68 + 0,078* 8,397 + 0,067 
C+ 18,14 + 0,035 17,90 + 0,090 36,75 + 0,105 23,56 + 0,176 
C- 5,209 + 0,009 5,321 + 0,034 3,046 + 0,022 5,433 + 0,048 

     
Ss     
0,07 7,643 + 0,067 4,646 + 0,075 5,357 + 0,066 1,873 + 0,064 
0,71 13,60 + 0,088* 5,167 + 0,053 17,93 + 0,098* 1,519 + 0,043 
7,1 9,741 + 0,050 5,995 + 0,039 9,187 + 0,056 1,276 + 0,062 
71,0 4,463 + 0,038 4,894 + 0,089 1,126 + 0,077 0,881 + 0,028 
710,0 4,861 + 0,061 4,778 + 0,078 1,562 + 0,034 2,183 + 0,055 
C+ 21,43 + 0,121 23,87 + 0,111 43,67 + 0,145 34,90 + 0,123 
C- 5,210 + 0,044 4,384 + 0,087 3,237 + 0,079 0,896 + 0,007 
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Tabela 8. Valores médios da porcentagem de DNA na cauda (% DNA) e Tail Moment (TM) + 
desvio padrão (DP) obtidos através do Teste do Cometa alcalino em células HepG2 tratadas por 4 e 
24 horas com as substâncias 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 
( g/mL) % DNA + DP TM + DP 

1 4h 24h 4h 24h 
0,01 9,254 + 0,098 2,874 + 0,056 14,25 + 0,066 2,965 + 0,075 
0,1 10,95 + 0,097* 4,325 + 0,078 21,32 + 0,144* 3,874 + 0,063 
1,0 6,247 + 0,086 4,256 + 0,089 6,101 + 0,056 3,568 + 0,042 
10,0 4,895 + 0,065 3,658 + 0,054 3,478 + 0,067 3,658 + 0,039 
100,0 5,695 + 0,077 3,145 + 0,041 3,652 + 0,055 2,247 + 0,036 
C+ 40,95 + 0,156 22,65 + 0,101 63,12 + 0,176 48,17 + 0,201 
C- 3,877 + 0,043 3,581 + 0,047 4,110 + 0,066 4,231 + 0,098 

     
2     
0,01 5,669 + 0,074 4,589 + 0,087 3,365 + 0,084 2,854 + 0,068 
0,1 5,784 + 0,066 5,101 + 0,056 2,989 + 0,065 2,487 + 0,037 
1,0 4,889 + 0,065 3,998 + 0,055 2,774 + 0,035 3,102 + 0,031 
10,0 6,202 + 0,077 4,357 + 0,053 3,578 + 0,077 3,698 + 0,042 
100,0 7,658 + 0,045 6,554 + 0,065 4,109 + 0,056 3,492 + 0,057 
C+ 62,15 + 0,424 71,25 + 0,576 64,12 + 0,482 65,89 + 0,466 
C- 5,222 + 0,045 4,998 + 0,062 5,101 + 0,043 5,475 + 0,056 

     
3     
0,1 4,254 + 0,066 3,168 + 0,055 1,549 + 0,067 1,647 + 0,077 
1,0 3,555 + 0,071 3,125 + 0,048 1,852 + 0,074 1,741 + 0,034 
10,0 5,999 + 0,067 4,268 + 0,078 2,558 + 0,044 2,454 + 0,032 
100,0 4,265 + 0,054 3,154 + 0,045 2,854 + 0,087 2,415 + 0,086 
1000,0 4,358 + 0,062 4,012 + 0,074 3,014 + 0,089 2,854 + 0,067 
C+ 72,44 + 0,523 65,25 + 0,454 67,52 + 0,598 59,84 + 0,288 
C- 4,646 + 0,087 3,282 + 0,045 1,625 + 0,021 2,114 + 0,066 

     
4         
0,1 4,126 + 0,063 4,263 + 0,074 1,488 + 0,066 1,428 + 0,023 
1,0 4,889 + 0,055 3,998 + 0,034 2,774 + 0,054 3,102 + 0,043 
10,0 5,999 + 0,035 4,268 + 0,066 2,558 + 0,034 2,454 + 0,029 
100,0 6,518 + 0,067 6,252 + 0,039 3,282 + 0,065 2,564 + 0,066 
1000,0 7,643 + 0,073 5,167 + 0,061 2,099 + 0,087 2,183 + 0,065 
C+ 68,26 + 0,576 58,14 + 0,455 62,12 + 0,387 71,11 + 0,573 
C- 5,450 + 0,034 4,894 + 0,007 2,403 + 0,091 1,985 + 0,055 

     
5         
0,1 8,985 + 0,033 5,247 + 0,065 12,68 + 0,033 2,267 + 0,045 
1,0 10,58 + 0,092 3,658 + 0,088 15,48 + 0,065 2,542 + 0,032 
10,0 11,61 + 0,078* 3,985 + 0,045 16,87 + 0,046* 2,333 + 0,087 
100,0 5,487 + 0,069 3,167 + 0,071 2,114 + 0,076 2,547 + 0,101 
1000,0 6,142 + 0,054 2,514 + 0,023 1,958 + 0,098 2,055 + 0,045 
C+ 61,58 + 0,477 57,35 + 0,621 74,83 + 0,476 72,48 + 0,632 
C- 4,889 + 0,067 3,998 + 0,032 2,774 + 0,043 3,102 + 0,062 

     
6         
0,01 4,463 + 0,055 4,894 + 0,067 1,126 + 0,051 0,881 + 0,073 
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C+: Controle positivo, MMS (metilmetanosulfonato) 6,25 M/ 1x105 células; C-: Controle 
negativo, DMSO (dimetilsulfóxido) 0,1 %. * P < 0,05. 

 

4.4. Antigenotoxicidade 

Foram realizados 2 experimentos independentes, todos em triplicata, com 5 

concentrações diferentes e os resultados obtidos mostram que, foram capazes de diminuir 

significativamente o dano causado pelo MMS após 30 minutos de tratamento simultâneo, em 

mais de uma de suas concentrações testadas, os extratos Sm, Sn, Ss e as isoladas 3 e 6, e a 

mistura M. As isoladas 4, 5 e 7 também diminuíram significativamente os danos causados 

pelo MMS, mas apenas em uma de suas concentrações testadas.  

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 
0,1 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 4,623 + 0,054 4,785 + 0,067 4,833 + 0,002 
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De acordo com a Tabela 9, podemos observar que Sm alcançou o maior índice de 

inibição na concentração de 21,0 g/mL, quando diminuiu os danos causados pelo MMS em 

27,0%. Sn, na concentração de 350,0 g/mL, diminuiu 43,0% do dano. Ss, na concentração de 

710,0 g/mL, diminuiu 17,5% do dano.  

Os maiores índices de inibição alcançados pelas substâncias isoladas, e pela mistura 

M, quando incubadas por 30 minutos com o MMS, estão dispostos na Tabela 10 e verificou-

se que esses foram de 31,0% para a substância 3, na menor concentração testada (0,003 

g/mL); 29,3% para 4, na maior concentração testada (25,0 g/mL); 18,0% para 5, na 

concentração de 2,5 g/mL; 21,8% para 6, também na concentração de 2,5 g/mL; de 20,2% 

para 7, na mesma concentração de 2,5 g/mL e 22,1% para a mistura M, na concentração de 

0,25 g/mL.  

Já para o pós-tratamento de 4 horas (Tabela 11), foi verificado que nenhum dos 

extratos foi considerado antigenotóxico, não alcançando níveis significativos de inibição do 

dano causado pelo MMS.  

De acordo com a Tabela 12, pode-se verificar que, dentre as isoladas, houve uma 

diminuição significativa dos danos causados pelo MMS apenas para 1, em mais de uma 

concentração testada (33,8%, na concentração de 2,5 g/mL e 26,8%, na concentração de 

0,03 g/mL), e para 2, em apenas uma concentração testada (23,5%, na concentração de 0,03 

g/mL). 
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4.5. Citotoxicidade 

4.5.1. Células HepG2 

S. dealbatus (Sd) foi testado nas concentrações de 0,72 a 7200,0 g/mL; S. 

macrolepsis (Sm), de 0,21 a 2100,0 g/mL; S. nitens (Sn), de 0,35 a 3500,0 g/mL e S. 

suberosus (Ss), de 0,71 a 7100,0 g/mL. 

Foram realizados 3 experimentos independentes, todos em triplicata (Tabela 13), com 

5 concentrações diferentes e foi verificado que Sd e Sn obtiveram resultados menores que 

80% de viabilidade celular, ou seja, causaram morte celular significativa, em relação ao 

controle negativo, e esses valores foram verificados principalmente nas maiores 

concentrações testadas (7200,0 g/mL, para Sd e 350 e 3500,0 g/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, alcançando 46,1% e 58,8%, respectivamente.  

Já Sm e Ss não apresentaram resultados expressivos em nenhuma das concentrações 

testadas, em nenhum dos experimentos, e não causaram morte celular significativa. 

As concentrações testadas de todas as substâncias isoladas, e da mistura M, variaram 

de 0,01 a 100,0 g/mL. De acordo com os dados dispostos na Tabela 14, podemos verificar 

que as substâncias 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), são as que apresentaram maior potencial citotóxico dentre as 

substâncias isoladas, e verificou-se que essas causaram a morte de 49,6%, 51,8% e 55,4%, 

respectivamente, das células presentes nos poços em que a sua maior concentração (100,0 

g/mL) fora utilizada. 

Os valores de IC50 foram dispostos na Tabela 15 e verificou-se que os valores de 

7800,0 e 750,0 g/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 g/mL foram, respectivamente, 

verificados.  

As xantonas 3 e 4, e a mistura M, foram isoladas somente do extrato metanólico dos 

capítulos de S. nitens. Esses dados corroboram os encontrados nos experimentos realizados 

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

 

4.5.2. Células MCF-7/BUS 

 Os dados da avaliação da citotoxicidade causada pelos extratos Sd, Sm, Sn e Ss, bem 

como de suas substâncias isoladas, 1 a 8, e de sua mistura M, após 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. Nos 

experimentos com 24 e 144 horas, Sd foi testado nas concentrações de 8,9 a 720,0 g/mL; 

Sm, nas concentrações de 2,6 a 210,0 g/mL; Sn, nas concentrações de 4,3 a 350,0 g/mL e 

Ss, nas concentrações de 8,8 a 710,0 g/mL. As substâncias isoladas e a mistura M foram 

testados nas concentrações de 4,1 a 1000,0 g/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 concentrações testadas. 

As maiores taxas de morte das células de carcinoma mamário, em relação ao controle de 

meio, foram encontradas nas maiores concentrações testadas desses extratos, nos ensaios de 

24 horas. Sd inibiu 34,3%, na concentração de 720,0 g/mL; Sm, 23,2%, na concentração de 

70,0 g/mL; Sn, 21,0%, na concentração de 116,7 g/mL. O extrato Ss não foi capaz de 

causar a morte das células MCF-7/BUS acima de 20% em nenhuma de suas concentrações 

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 concentração de 240,0 g/mL; 
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Sm, 49,8%, na concentração de 210,0 g/mL; Sn, 55,5%, na concentração de 116,7 g/mL e 

Ss, 43,4%, na concentração de 710,0 g/mL. 

 Dentre as substâncias isoladas e a mistura M, pode-se observar que em 24 horas de 

tratamento as substâncias 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 substâncias 1 e 6 não foram capazes de 

induzir morte celular acima de 20% e não foram consideradas citotóxicas. Já nos ensaios com 

144 horas de tratamento, todas as substâncias isoladas foram capazes de induzir morte celular 

acima de 20%. 

 Na Tabela 20, estão dispostos os IC50 dos extratos e substâncias isoladas testados 

frente às células de MCF-7/BUS. Foi verificado que nenhuma das amostras testadas 

apresentou IC50 abaixo de 100 g/mL, nem no tratamento de 24, nem no de 144 horas. 
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Tabela 16. Valores de IC50 encontrados na linhagem HepG2 após o tratamento com diferentes 
concentrações dos extratos metanólicos dos capítulos de Sd, Sm, Sn e Ss, bem como de suas oito 
substâncias 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). 

 

Tabela 17. Valores de IC50 encontrados na linhagem celular MCF-7/BUS após o tratamento, 
de 24 e 144 horas, com diferentes concentrações dos extratos metanólicos dos capítulos de Sd, 
Sm, Sn e Ss, bem como de suas oito substâncias 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6. Estrogenicidade 

4.6.1. Teste RYA 

Os dados obtidos da avaliação da estrogenicidade foram dispostos nos Gráficos 1 a 6 e 

na Tabela 18. No Gráfico 1, a atividade estrogênica foi expressa através do EEQ dos quatro 

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

Amostra IC50 
( g/mL) Amostra IC50 

( g/mL) Amostra IC50 
( g/mL) Amostra IC50 

( g/mL) 
Sd 7800,0 Sm Não inibiu Sn 750,0 Ss Não inibiu 
1 Não inibiu 2 Não inibiu 3 100,0 4 93,0 
5 Não inibiu 6 Não inibiu 7 Não inibiu 8 Não inibiu 
M 90,0 DXR 21,0     

24 horas 144 horas 

Amostra IC50 ( g/mL) IC50 ( g/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 Não inibiu Não inibiu 
5 Não inibiu Não inibiu 
6 Não inibiu Não inibiu 
8 Não inibiu Não inibiu 
M Não inibiu 110,0 
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xantonas M. Pode-se observar que, dentre os extratos, apenas o Sn obteve resultados 

expressivos e estatisticamente relevantes.  Verificou-se que esse alcançou o valor de EEQ + 

Desvio Padrão (DP) de 14,7 + 1,6 nM. Os extratos metanólicos de Sd, Sm e Ss não 

apresentaram resultados significativos em nenhuma das concentrações testadas, nas condições 

utilizadas. 

De acordo com os dados dispostos na Tabela 18, podemos verificar que a substância 

isolada 4 e a mistura M são as que apresentaram maior potencial estrogênico, medido em 

unidades de fluorescência, e que as substâncias 2 e 3, apresentaram um potencial estrogênico 

moderado. Pode-se verificar também que as unidades de fluorescência aumentaram com o 

aumento das concentrações testadas, observando uma clara relação dose-resposta, mas apenas 

para o extrato Sn, para as substâncias isoladas 2, 3 e 4 e para a mistura M. Para as demais 

amostras testadas, as unidades de fluorescência não variaram muito entre as concentrações 

testadas.  

As amostras com resultados significativos pertencem à classe das xantonas e foram 

isoladas do extrato metanólico dos capítulos de S. nitens. Esses dados corroboram os 

encontrados nos experimentos realizados com os extratos, dispostos no Gráfico 1 e na Tabela 

18, onde é mostrado que, dentre os extratos, apenas o Sn foi considerado estrogênico. 

Além desses dados, os Gráficos 2 a 6 mostram o perfil da atividade estrogênica, 

medida em unidades de fluorescência, encontrada nas amostras que obtiveram resultados 

significativos (Sn, mistura M e isoladas 2, 3 e 4), em relação ao tempo (20 minutos) em que a 

fluorescência foi medida. Foram dispostas as cinco diluições da amostra e seus respectivos 

controles negativo, positivo e de viabilidade. Foi verificado um aumento progressivo das 

unidades de fluorescência com o passar dos minutos, gerando uma curva ascendente nos 

gráficos. 
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Gráfico 1. Atividade estrogênica expressa em Estradiol-Equivalentes (nM) + Desvio Padrão (DP), 
obtidos pelo teste RYA (Recombinant Yeast Assay), dos extratos metanólicos de capítulos de S. 
dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn), S. suberosus (Ss) , de suas substâncias 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- -glicopiranosídeo; 6= 7-metoxiluteolina-6-c- -glicopiranosídeo; 7= 7,3’-dimetoxiluteolina-6-
c- -glicopiranosídeo, 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 estrogênica, expressa através da média das Unidades de Fluorescência + 
Desvio Padrão (DP) de cada diluição testada através do teste RYA, dos extratos metanólicos dos 
extratos de S. dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S. suberosus (Ss), de suas oito 
substâncias 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 
( g/poço) Unidades Fluorescência + DP Amostras 

( g/poço) Unidades Fluorescência + DP 

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 1,0 7735 + 1235** 
C- 348 + 26 C- 238 + 43 
C+ 13271 + 1632 C+ 10194 + 1093 
        
Sm   5   
0,04 319 + 9 0,3 261 + 58 
0,1 325 + 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 

0,32 

14,74 * 

0,57 

7,20 * 6,71 * 

10,01 * 

19,54 * 

0,0 

5,0 

10,0 

15,0 

20,0 

25,0 

30,0 

DMSO Sd Sm Sn Ss 1 2 3 4 5 6 7 8 M 
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D
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Controles: C-: negativo - DMSO (5%); C+: positivo – 17- -estradiol (E2) a 10 nM. ** P < 0,01. 

C+ 13271 + 1632 C+ 10194 + 1093 
        
Sn   6   
0,06 356 + 69 0,4 216 + 56 
0,2 566 + 267 1,1 215 + 56 
0,6 3167 + 924** 3,3 213 + 51 
1,7 5471 + 583** 10,0 181 + 40 
5,2 2159 + 437** 30,0 147 + 39 
C- 348 + 26 C- 201 + 63 
C+ 13271 + 1632 C+ 9795 + 1252 
        
Ss   7   
0,2 326 + 100 0,3 272 + 99 
0,5 352 + 112 0,7 298 + 109 
1,5 390 + 120 2,2 216 + 56 
4,5 326 + 105 6,7 181 + 45 
13,5 423 + 37 20,0 158 + 38 
C- 322 + 39 C- 201 + 63 
C+ 9386 + 1983 C+ 9795 + 1252 
        
1   8   
0,2 310 + 23 0,5 263 + 106 
0,6 305 + 16 1,5 272 + 123 
1,7 290 + 23 4,4 260 + 111 
5,0 232 + 21 13,3 218 + 89 
15,0 180 + 29 40,0 157 + 59 
C- 280 + 34 C- 236 + 86 
C+ 10746 + 1122 C+ 7106 + 1445 
        
2   M   
0,3 284 + 32 0,02 301 + 31 
0,7 282 + 24 0,06 362 + 57 
2,2 461 + 53 0,2 2346 + 478** 
6,7 1101 + 143** 0,5 7050 + 2048** 
20,0 1177 + 384** 1,5 7558 + 1753** 
C- 280 + 34 C- 280 + 34 
C+ 10746 + 1122 C+ 10746 + 1122 
    
3   
0,1 281 + 32 
0,3 291 + 34 
1,0 396 + 31 
3,0 2234 + 484** 
9,0 4214 + 940** 
C- 280 + 34 
C+ 10746 + 1122 
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Gráfico 2. Valores de atividade estrogênica, em unidades de fluorescência, medida por 20 minutos, das cinco 
diluições do extrato metanólico dos capítulos de S. nitens (Sn) e de seus controles negativo (Controle-: DMSO), 
de viabilidade (Estradiol + a diluição de 1:30 do extrato) e positivo (Estradiol: E2). 

 

S3

0 5 10 15 20 25
0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

20000

E2

1:10

1:30

1:90

1:270

1:810

Controle -

Viabilidade

Minutos

Un
id

ad
es

 d
e 

Fl
uo

re
sc

ên
ci

a

 

Gráfico 3. Valores de atividade estrogênica, em unidades de fluorescência, medida por 20 minutos, das cinco 
diluições da substância 2 (1,5,7-trihidroxi-3,6-dimetoxixantona) e de seus controles negativo (Controle-: 
DMSO), de viabilidade (Estradiol + a diluição de 1:30 do extrato) e positivo (Estradiol: E2). 
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Gráfico 4. Valores de atividade estrogênica, em unidades de fluorescência, medida por 20 minutos, das cinco 
diluições da substância 3 (3,6,8-tetrahidroxi-2,5-dimetoxixantona) e de seus controles negativo (Controle-: 
DMSO), de viabilidade (Estradiol + a diluição de 1:30 do extrato) e positivo (Estradiol: E2). 
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Gráfico 5. Valores de atividade estrogênica, em unidades de fluorescência, medida por 20 minutos, das cinco 
diluições da substância 4 (1,3,6,8-tetrahidroxi-5-metoxixantona) e de seus controles negativo (Controle-: 
DMSO), de viabilidade (Estradiol + a diluição de 1:30 do extrato) e positivo (Estradiol: E2). 
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Gráfico 6. Valores de atividade estrogênica, em unidades de fluorescência, medida por 20 minutos, das cinco 
diluições 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 diluição de 1:30 do extrato) e positivo 
(Estradiol: E2). 
 
 

4.6.2. Teste E-screen 

 Os resultados obtidos da análise da estrogenicidade por meio da proliferação das 

células MCF-7/BUS foram dispostos na Tabela 19. De acordo com os dados podemos 

verificar que nenhum dos extratos foi considerado estrogênico, nas concentrações utilizadas 

neste ensaio, pois todos eles mantiveram o efeito proliferativo relativo (EPR) abaixo de 25%, 

em todas as suas concentrações testadas. 

 Já entre as substâncias isoladas 1 a 8, os dados mostram que todos, exceto o composto 

6, foram considerados agonistas parciais dos REs, ou seja, induziram a proliferação das 

células MCF-7/BUS entre 25 a 80%, em pelo menos uma de suas concentrações testadas, em 

relação aos controles negativo e positivo. O composto 6 foi considerado não estrogênico pois 

manteve o seu EPR abaixo de 25% em todas as suas concentrações testadas. 

1:810 

1:270 

1:90 

1:30 

1:10 

Controle - 

M 



 
 

111 
 

 Acompanhando os resultados obtidos pelas substâncias isoladas, a mistura M também 

foi considerada estrogênica no ensaio do E-screen alcançando proliferação celular acima de 

80%, em mais de uma de suas concentrações testadas e foi a única das amostras a ser 

considerada como agonista total dos receptores de estrógeno. 

 

Tabela 19. Atividade estrogênica expressa pela média e desvio padrão (DP) das absorbâncias 
obtidas por cada concentração testada dos extratos (Sd, Sm, Sn e Ss), das substâncias 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 
( g/mL) Média DP EP EPR 

(%) 
Amostra 
( g/mL) Média DP EP EPR 

(%) 
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 75b 

1,0 0,065 0,014 0,70 1,4 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 1a 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 17a 

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 1,54 49b 

0,03 0,066 0,006 0,91 - 1,4 0,087 0,018 1,06 6a 

0,01 0,060 0,007 0,83 - 0,5 0,080 0,017 0,98 - 
0,004 0,075 0,016 1,03 3a 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 20a 37,0 0,100 0,013 0,95 - 
0,5 0,095 0,016 1,08 10a 12,3 0,134 0,040 1,27 38b 

0,2 0,102 0,013 1,16 20a 4,1 0,161 0,017 1,52 75b 

0,05 0,127 0,032 1,44 - 1,4 0,109 0,012 1,03 4a 

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 0,051 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 6a 
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C+: controle positivo, 17- -estradiol a 10-8 M; Cm: controle de meio, meio DMEM suplementado 
com 10% de soro fetal bovino livre de hormônios (DMEM/ –H). a) não estrogênico; b) agonista 
parcial; c) agonista total. 

 

 

4.7. Modulação da Expressão Gênica 

4.7.1. Quantificação e pureza dos RNAs 

 Os dados de quantificação e de pureza dos RNAs, obtidos após extração, das células 

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 razão 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 não tratadas (controles 1 a 3). 

 

2,9 0,081 0,016 0,79 - 37,0 0,096 0,019 0,86 - 
1,0 0,067 0,011 0,65 - 12,3 0,125 0,007 1,12 18a 

0,3 0,067 0,013 0,66 - 4,1 0,116 0,031 1,04 6a 

0,1 0,077 0,013 0,75 - 1,4 0,087 0,011 0,78 - 
0,04 0,040 0,001 0,39 - 0,5 0,089 0,019 0,80 - 

     
1 8     
C+ 0,147 0,030 1,59 C+ 0,192 0,033 1,67  
Cm 0,092 0,003 Cm 0,115 0,009   
4,1 0,083 0,017 0,90 - 1,4 0,113 0,011 0,98 - 
1,4 0,079 0,005 0,86 - 0,5 0,090 0,009 0,79 - 
0,5 0,111 0,020 1,21 35b 0,2 0,145 0,023 1,27 40b 

0,2 0,098 0,019 1,06 10a 0,05 0,112 0,011 0,98 - 
0,05 0,094 0,013 1,02 4a 0,02 0,108 0,011 0,94 - 
0,02 0,074 0,009 0,80 - 0,006 0,089 0,009 0,77 - 

     
2 M     
C+ 0,170 0,015 1,80 C+ 0,157 0,011 2,13  
Cm 0,095 0,009 Cm 0,074 0,014   
12,3 0,081 0,004 0,86 - 75,0 0,054 0,001 0,73 - 
4,1 0,075 0,010 0,79 - 25,0 0,114 0,030 1,55 49b 

1,4 0,128 0,009 1,36 44b 8,3 0,118 0,024 1,60 53b 

0,5 0,099 0,008 1,04 5a 2,7 0,173 0,040 2,34 119c 

0,2 0,078 0,003 0,83 - 0,9 0,143 0,031 1,93 83c 

0,05 0,065 0,003 0,68 - 0,3 0,160 0,036 2,18 104c 
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Tabela 20. Quantidade e pureza das amostras de RNA obtidas das células MCF-7/BUS 
tratadas (teste 1-3) e não 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 capítulos de S. nitens. 
 
 

Amostras Quantidade (ng/ L) Razão 260/280 

C1 37,2 2,214 

C2 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 expressão gênica nas células de carcinoma mamário (MCF-7/BUS) 

tratadas com a mistura M, obtida dos capítulos de S. nitens, estão representados pelo número 

de vezes que diminuíram a expressão quando comparados às células controle (não tratadas). 

Os valores mostrados na Tabela 21 representam a média do aumento ou da diminuição na 

expressão do gene em triplicata. Foram considerados somente os genes que apresentaram 

alterações na expressão com nível de significância p˂0,05. Entre os 84 genes avaliados na via 

de câncer de mama, 23 (27,4%) apresentaram alterações na expressão quando comparados ao 

controle. Desses, 21 (91,3%) apresentaram a expressão diminuída (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 expressão aumentada 

(ID1 e VEGFA). 

Dos 23 genes que foram alterados, 11 deles (AR, BCL2, ESR1, ID1, MAPK3, MGMT, 

MUC1, PGR, PTGS2, TP53 e VEGFA) estão ligados à inibição ou ao favorecimento de morte 
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das células cancerosas por apoptose. Desses, 7 estão favorecendo esse fenômeno e todos 

tiveram a sua expressão diminuída em relação ao controle: BCL2 (-1,88), ESR1 (-2,64), 

MAPK3 (-2,64), MGMT (-1,96), MUC1 (-6,10), PGR (-2,21) e PTGS2 (-2,33). E 4 desses 

estão inibindo a apoptose e contribuiriam para a proliferação celular: AR (-2,29), ID1 (1,79), 

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

Para todas as placas de PCR Array realizadas, controles para contaminação com DNA 

genômico e de transcriptase reversa foram avaliados e os resultados estavam de acordo com 

as condições ótimas para o sucesso das reações (Anexo 3). 
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As placas de PCR Array contêm os controles endógenos ACTB, B2M, GAPDH, 

HPRT1 e RPLP0. Os valores de Cts obtidos para gene controle endógeno, em cada reação 

realizada, podem ser observados na Tabela 22. Considerando-se que a variação dos valores de 

Ct de cada gene, entre os dois grupos avaliados (controle e teste) não foi crítica para quatro 

(ACTB, B2M, GAPDH e RPLP0) dos cinco genes estudados, apenas esses quatro foram 

considerados adequados para serem usados como controles endógenos. O gene HPRT1 teve 

variações críticas de Cts e foi desconsiderado da análise. A média de Ct dos quatro genes foi 

utilizada como controle endógeno, conforme sugestão do fabricante. 

 

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

Gene Controle Teste 
 C1 C2 C3 T1 T2 T3 
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 
RPLP0 17,68 19,37 18,38 17,23 17,66 19,14 
Média  20,35 22,21 20,94 20,29 20,49 22,13 

 
C1: placa 1 do controle; C2: placa 2 do controle; C3: placa 3 do controle; T1: placa 1 do teste; T2: placa 
2 do teste e T3: placa 3 do teste.  

 

 

5. DISCUSSÃO 

5.1. Composição da Mistura M 

Uma vez que a mistura M apresentou resultados bastante pronunciados neste estudo, 

uma ressalva importante a respeito de sua composição 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 está em maior proporção (95%) (CARDOSO et al., 
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2012; PACIFICO et al., 2011), sendo esta provavelmente a responsável pelas atividades 

encontradas na mistura. 

 

5.2. Mutagenicidade e Antimutagenicidade 

Numerosos estudos têm mostrado que a proporção de carcinógenos identificados como 

mutágenos varia de aproximadamente 50-90% dependendo da estrutura do composto químico 

que está sendo testado e dos critérios para sua seleção, e uma resposta positiva em Salmonella 

prediz possibilidade de 77-98% de causar câncer 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 

importância das avaliações de mutagenicidade através dessa metodologia. 

Dados de avaliação da mutagenicidade de produtos naturais obtidos de plantas, através 

do teste de Ames, são recorrentes na literatura. Há um interesse grande na avaliação da sua 

toxicidade genética, a qual tem sido avaliada em diversas plantas medicinais. Certos 

flavonóides são considerados mutagênicos, enquanto outros inibem a mutagenicidade e 

carcinogenicidade de outros mutágenos (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 não somente as atividades 

biológicas, mas também avaliar o risco do uso, através das atividades mutagênica e 

antimutagênica dos extratos S. dealbatus (Sd), S. macrolepsis (Sm), S. nitens (Sn) e S. 

suberosus (Ss), de suas oito substâncias 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- -glicopiranosídeo), 6 (7-metoxiluteolina-6-c- -

glicopiranosídeo), 7 (7,3’-dimetoxiluteolina-6-c- -glicopiranosídeo), 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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já que os estudos são muito conflitantes. O dano e/ou a proteção dessas substâncias contra 

danos no DNA ainda não está complemente esclarecida (GULLUCE et al., 2013; 

HALLIWELL et al., 2003; RUSSO et al., 2012; TAKEMURA et al., 2013), provavelmente 

devido às diferentes características da estrutura química e da variação inter e intra-ensaio 

(CUSHNIE e LAMB, 2005). 

De acordo com os resultados da avaliação da mutagenicidade, obtidos através do teste 

de Ames, verificou-se que os resultados foram todos negativos, ou seja, nenhum dos extratos 

e nem suas substâncias isoladas apresentam o potencial mutagênico, nas condições testadas. 

Para a realização dessa análise foram utilizadas as cepas TA100, TA98, TA97a e TA102 que 

permitem avaliar a mutagênese por substituição de pares de base, deslocamento do quadro de 

leitura por adição ou por deleção de bases e danos oxidativos, respectivamente. 

O passo seguinte nesse estudo foi avaliar as concentrações não mutagênicas dos 

extratos e substâncias isoladas no mesmo Teste de Ames, mas agora utilizando a metodologia 

de antimutagenicidade, onde essas amostras foram incubadas juntamente com mutágenos 

diretos e indiretos conhecidos, e verificou-se que todas elas apresentaram atividade 

antimutagênica.  

Os resultados mostram que os extratos Sd e Sn apresentaram um forte efeito 

antimutagênico contra a AFB1, NPD, BaP e MMC e um efeito moderado contra a AS. Sm e 

Ss apresentaram forte efeito antimutagênico contra todos os mutágenos testados. Já dentre as 

isoladas, pode-se verificar que todas elas foram consideradas antimutagênicas e que inclusive 

todas, exceto 3, foram mais antimutagênicas 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 revertência 

causada pela AFB1. A substância 3 apresentou um efeito antimutagênico maior para linhagem 

TA98, na presença de metabolização, e diminuiu em até 54% a mutagenicidade causada pelo 

BaP. 
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Alguns autores também verificaram resultados semelhantes aos encontrados neste 

estudo. Choi et al. (1994) verificaram que a luteolina (300 g/placa) exerceu um forte efeito 

antimutagênico (>70%) contra a AFB1 (1 g/placa). Em nossos resultados, pudemos verificar 

que a luteolina, encontrada em todos os extratos avaliados neste estudo, exerceu um efeito 

antimutagênico semelhante (62%) contra a AFB1 (1x10-3 g/placa). Recentemente, Huang et 

al. (2013) verificaram a atividade antimutagênica frente ao mutágeno direto, 4-nitroquinolina-

N-óxido, e ao mutágeno indireto, 2-aminoantraceno, nas linhagens TA100 e TA98, 

respectivamente, de um extrato aquoso de Flos inulae, que tinha como seu composto 

majoritário a luteolina.  

Edenharder et al. (1997) verificaram que dentre vários grupos de flavonoides, as 

flavonas exerciam efeitos antimutagênicos maiores frente ao composto 2-amino-3-

metilimidazo[4,5-f]quinolina (IQ), na linhagem TA98, comparados aos flavonóis. Dentre elas, 

foi verificada que a presença de grupos hidroxila em sua estrutura favorece a atividade 

antimutagênica e que a presença de radicais glicosilados diminui essa atividade. Ainda, 

verificaram que substituições nas flavonas por grupos hidroxilas nas posições 7, 3’, 4’ e 5 

geraram compostos antimutagênicos; 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 comutagênicas, 

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 são derivados glicosilados (5= 7-metoxiluteolina-8-C- -

glicopiranosídeo; 6= 7-metoxiluteolina-6-C- -glicopiranosídeo; 7= 7,3’-dimetoxiluteolina-6-

C- -glicopiranosídeo) ou hidroxilados (8= 6-hidroxiluteolina) e apresentaram nenhum (5, 6 e 

8, I<25%) ou moderado (7, I= 31%) efeito antimutagênico contra o BaP, na linhagem TA98, 

provavelmente devido a presença de açúcares nas posições 7 e 3’, de hidroxila na posição 6, 
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fundamentais para que a atividade antimutagênica aconteça, e pela presença de grupos 

metoxilas como substituintes, que desfavorecem o acontecimento dessa atividade. 

Adicionalmente, Edenharder e Tang (1997) verificaram a correlação entre a atividade 

antimutagênica e a polaridade das moléculas de vários polifenóis conhecidos e observaram 

que o padrão de hidroxilação parece ser importante para alguns, como as flavonas, e pouco 

importante para outros, como os flavonóis. Verificou-se que máxima antimutagenicidade foi 

encontrada para um derivado tetrahidroxilado da luteolina; que a metoxilação das hidroxilas 

fenólicas sempre diminuía a antimutagenicidade dessa molécula; que o grupo carbonila no C4 

é essencial para sua atividade; e que a sua antimutagenicidade dependia da presença de grupos 

polares, como OH, NH3 ou OCH3, nos carbonos 3, 4 ou 7, mas que essa diminuía com 

interações com hidroxilas próximas ao C7. E ainda verificaram que xantoninas e xantonas 

exerceram forte atividade antimutagênica contra o 2-nitrofluoreno, o 3-nitrofluoranteno e o 1-

nitropireno, em TA98.  

Esses dados reforçam os obtidos neste estudo onde os derivados metoxilados de 

luteolina tiveram uma atividade antimutagênica marginal em relação ao BaP, na linhagem 

TA98, e que as xantonas A e B, da mistura M, mais as 2, 3 e 4, foram consideradas 

antimutagênicas para a linhagem TA100 e TA98. 

Ainda, podemos discutir os resultados encontrados neste ensaio através do 

conhecimento a respeito dos mecanismos de ação dos agentes antimutagênicos, os quais são 

classificados em dois processos maiores, denominados desmutagênese e bio-antimutagênese. 

Na desmutagênese, os agentes protetores, ou antimutagênicos, atuam diretamente sobre os 

compostos que induzem mutações no DNA, inativando-os química ou enzimaticamente, 

inibindo a ativação metabólica de pró-mutagênicos ou sequestrando moléculas reativas. Na 

bio-antimutagênese, os antimutagênicos atuam sobre o processo que leva a indução de 
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mutações, ou no reparo das lesões causadas no DNA (ANGELI et al., 2009; KADA et al., 

1978). 

Em qualquer sistema-teste, o tratamento com os agentes mutagênicos, que induzem as 

mutações, e com o antimutagênico, que poderá inibir o aparecimento de lesões no DNA, pode 

ocorrer simultaneamente ou em momentos diferentes, por meio de pré- ou pós-tratamento. Os 

agentes antimutagênicos usados em pré-tratamento ou tratamento simultâneo podem atuar 

como agentes desmutagênicos. A efetividade do agente antimutagênico no pós-tratamento 

sugere que ele esteja atuando pelo mecanismo de bio-antimutagênese e está relacionado ao 

processo de reparo das mutações, como acontece com a vanilina (SASAKI et al., 1987) e com 

o ácido tânico (SASAKI et al., 1988). 

Neste trabalho utilizamos o tratamento simultâneo com mutágenos conhecidos para 

avaliar a capacidade das amostras de inibir o processo mutacional. Verificou-se que os quatro 

extratos avaliados e as suas substâncias isoladas foram antimutagênicos nas linhagens TA100 

e TA98, exercendo efeito protetor frente às mutações causadas pela AFB1 e pelo BaP, 

respectivamente. Sugere-se que o mecanismo de ação que envolve essa proteção exercida 

pelas xantonas e flavonas seja o de desmutagenêse, provavelmente inibindo a ativação 

metabólica destes compostos pelas enzimas presentes na fração S9 ou até mesmo dificultando 

a ligação dos mutágenos ao DNA. 

O BaP e a AFB1 são agentes mutagênicos indiretos, que causam mutações do tipo 

frameshift e que precisam ser metabolizados para exercerem seus efeitos carcinogênicos (KU  

et al., 2007). Neste caso, os extratos e consequentemente as substâncias isoladas de 

Syngonanthus parecem inibir enzimas que ativam e detoxificam metabolicamente esse 

mutágeno, impedindo que o mesmo exerça seus efeitos deletérios. Os CYP1A e CYP2B estão 

induzidos na fração S9 (KU  et al., 2007), dessa forma a inibição destas enzimas seria um dos 

possíveis mecanismos pelos quais as amostras exerceriam seu efeito antimutagênico.  
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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 

flavonóis são 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 

característica seria a responsável 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 IQ (N-OH-IQ), 

enquanto que outros flavonóides como flavona, tangeritina, kaempferol, quercetina, 

flavanona, naringina e hesperitina foram inativas. Este resultado é sugestivo de uma 

penetração favorecida da luteolina nas células bacterianas, antes da exposição ao mutágeno, 

pois essa molécula interagiria com facilidade com membranas biológicas, e de uma inibição 

das reações de esterificação de fase II. 

Bacon et al.  (2003) demonstraram que o flavonoide quercetina (5–20μM) foi capaz de 

inibir a formação de aductos induzidos pelo 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5- ]-piridina 

(PhIP) em hepatócitos humanos de maneira dose dependente. A redução da formação de 

aductos se deu através da inibição da enzima CYP1A2 (detectado por PCR em tempo real e 

ensaios enzimáticos), principal enzima de fase 1,  responsável pela bioativação de PhIP.  

Todos esses dados vêm contribuir para um conhecimento mais aprofundado a respeito 

do mecanismo de ação das moléculas encontradas nas espécies de Syngonanthus 

(Eriocaulaceae) e nos trazem mais segurança a respeito de um possível uso terapêutico delas. 

 

5.3. Genotoxicidade e Antigenotoxicidade 

Para se conhecer o potencial genotóxico e antigenotóxico de um determinado 

composto, existem testes de genotoxicidade bem definidos e internacionalmente reconhecidos 

pelas agências 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 detecção de danos ao DNA e reparo em células e tecidos de 

animais e plantas (MOLLER et al., 2010). 

Os dados de avaliação da genotoxicidade neste estudo nos mostram que, apesar de 

existir um dano significativo verificado após 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 avaliação da antigenotoxicidade mostraram que os 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 simultâneo de 30 minutos. As substâncias 1 e 2 também 

foram consideradas antigenotóxicas, mas no pós tratamento com o MMS, de 4 horas. 

Portanto, se compararmos os resultados de genotoxicidade com os de 

antigenotoxicidade, verificamos que dentre as isoladas, apenas 1 (luteolina) e 5 (7-

metoxiluteolina-8-C- -glicopiranosídeo) foram tanto capazes de induzir danos no DNA 

quanto de protegê-lo quanto aos danos causados pelo MMS. A luteolina induziu danos no 

DNA após 4 horas de tratamento, em baixas concentrações (0,1 g/ml), mas foi capaz de 

proteger o material genético a partir de concentrações um pouco maiores (2,5 g/ml). Já o seu 

derivado glicosilado foi capaz de, na mesma concentração (2,5 g/ml), induzir danos nas 

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

No sentido de contribuir para um maior entendimento a respeito das atividades 

genotóxicas e antigenotóxicas, seu mecanismo de ação e efeitos, exercidos por compostos 

obtidos de produtos naturais mais comuns, dados de pesquisas realizadas desde a última 

década até bem recentemente foram apresentados e discutidos.  
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O efeito genotóxico e genoprotetor dos flavonóides luteolina, kaempferol e apigenina 

em linfócitos periféricos humanos, expostos e não expostos ao peróxido de hidrogênio 

(H2O2), foram investigados através do Ensaio do Cometa por Rusak et al. (2010). Os 

flavonóides revelaram um efeito genoprotetor significante em células expostas ao H2O2 e em 

células submetidas a longos períodos de incubação 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 peróxido de hidrogênio. Entretanto, os flavonóides pesquisados 

também induziram dano no DNA, indicando a sua capacidade pró-oxidante. O balanço entre a 

proteção do DNA contra o dano oxidativo e os efeitos pró-oxidantes foi fortemente 

dependente da concentração do flavonoide e do período de incubação. Esses dados apontam 

para o comportamento dúbio da luteolina e corroboram os resultados conflitantes obtidos 

neste estudo. 

No mesmo contexto, Ferguson et al. (2005) e Marcarini et al. (2011) também 

descreveram evidências de que alguns compostos podem tanto induzir como prevenir danos 

no DNA. Por esta razão, antes de se estabelecer qualquer estratégia quimiopreventiva, faz-se 

necessário saber sob quais condições tal composto promove benefícios e previne danos no 

genoma.  

Os resultados obtidos neste estudo nos fazem refletir acerca dos benefícios e 

malefícios de uma possível utilização desses compostos na terapêutica contra o câncer. É 

sabido que os danos no material genético causados por agentes mutagênicos 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 alteração permanente no DNA, que é dependente da 

quantidade e tipo do agente genotóxico.  
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Para o surgimento de um tumor, esta alteração deve ocorrer em determinadas regiões 

de genes que estimulam (proto-oncogenes) e/ou inibam (genes supressores tumorais) a 

proliferação celular, levando, assim, ao ganho ou perda da função desses genes. Essas 

alterações, invariavelmente, fazem com que a célula afetada tenha maior chance de adquirir 

novas alterações. Logo, os danos fixados no DNA, além de serem irreversíveis, são também 

cumulativos, e após um determinado número de alterações nesses genes, que variam entre 5 a 

7, a célula torna-se neoplásica (PINTO e FELZENSWALB, 2003). Portanto, entre a 

exposição ao agente mutagênico/genotóxico e o início da carcinogênese existe uma tênue 

linha; logo, ao ultrapassar esta linha, estes agentes passam a ser carcinogênicos, sendo 

relevantes os mais variados estudos sobre o processo de mutagênese e carcinogênese. 

Nesse sentido, o trabalho de Kozics et al. (2011) vem esclarecer alguns pontos cruciais 

a respeito de como a estrutura dos flavonoides influencia na inibição dos danos causados pelo 

BaP em células HepG2. Verificou-se que os flavonoides fisetina, kaempferol, galangina, 

quercetina e luteolina, que são hidroxilados nas posições 3’ e 4’, do anel B, na posição 3 do 

anel C e no anel A, foram capazes de inibir significativamente os efeitos genotóxicos 

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 inibição da 

genotoxicidade estatisticamente significativa principalmente nas suas concentrações mais 

altas (10 a 25 M). Ainda, avaliaram a antigenotoxicidade da rutina, que contém a hidroxila da 

posição 3 no anel C substituída pelo açúcar rutinose, e verificaram que a mesma não foi capaz 

de inibir efetivamente as mudanças genotóxicas induzidas pelo BaP. Esses resultados 

mostram que o padrão de hidroxilação dos flavonóides é crucial para o aparecimento da 

atividade antigenotóxica e que a glicosilação a desfavorece. Portanto, esses dados apontam 

para uma característica positiva relativa à luteolina, também avaliada neste estudo frente às 
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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 citotóxicos, genotóxicos 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 influência que 

exercem nas atividades de algumas enzimas, como a proteína quinase dependente de 

fosfolipídeo de cálcio, a tirosina quinase, a fosforilase quinase, a fosfatidilinositol quinase e as 

topoisomerases, além de influenciar na expressão da citocromo 1A1 e nos níveis celulares de 

glutationa. E verificaram também que embora os flavonoides possam prevenir danos 

celulares, causados pelos radicais livres, pela formação menos danosa de complexos através 

da indução da enzima glutationa, os mesmos podem também atuar como pro-oxidantes pelo 

mesmo mecanismo. 

Portanto, esse estudo com os extratos e substâncias isoladas de Syngonanthus, aliados 

aos dados da literatura, vem contribuir para um maior conhecimento acerca do potencial 

genotóxico e/ou protetor de danos no DNA dos polifenóis, e visto que as substâncias isoladas 

2, 3, 4, 6 e 7, e a mistura M, não foram consideradas genotóxicas nas concentrações 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 

mutagênese e antimutagênese, também apontam para uma maior segurança numa possível 

utilização terapêutica desses compostos.  

 

5.4. Citotoxicidade 

Ensaios de atividade citotóxica representam uma ferramenta na avaliação de 

compostos com potencial atividade terapêutica (PAILLARD et al., 1999). A importância de 
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se realizar testes preliminares de citotoxicidade em compostos com atividades biológicas 

reside no fato desses testes detectarem se esses compostos causam morte das células ou outros 

efeitos negativos nas funções celulares, o que os impediria de serem utilizados para fins 

terapêuticos. 

E no contexto do uso desses compostos frente a células cancerosas, a importância de 

se conhecer o potencial citotóxico de um composto se encontra na busca por compostos que 

causem morte celular significativa e, de preferência, seletiva. 

Baseado nisso, os extratos Sd, Sm, Sn e Ss e suas oito substâncias isoladas, mais a 

mistura M, foram avaliados quanto a sua capacidade de causar a morte celular das células de 

hapatocarcinoma (HepG2) e de carcinoma mamário (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 concentrações não tóxicas que foram utilizadas no 

ensaio de proliferação E-screen. 

 Para a linhagem de hepatocarcinoma, verificou-se que todos os extratos, exceto Sm, e 

todos as substâncias isoladas foram capazes de induzir morte celular acima de 20%. O extrato 

Sn e as xantonas 3 e 4 e a mistura M, alcançaram índices de morte celular maiores que 50% e 

seus IC50 foram estabelecidos. Verificou-se que as xantonas isoladas foram 5 vezes menos 

tóxicas que a doxorrubicina para as células de hepatocarcinoma. Já para a linhagem MCF-

7/BUS foram encontrados valores de IC50 muito acima desse descrito para a doxorrubicina. 

A doxorrubicina é um antibiótico antracíclico isolado da cultura do fungo 

Streptomyces peucetius var. caesius, utilizado atualmente em várias neoplasias como 

carcinomas de mama, pulmões, tireoide e carcinomas ovarianos, por exemplo. Seu 

mecanismo de ação envolve a inibição da enzima topoisomerase II e RNA polimerases, 
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relacionadas à síntese de DNA. A doxorrubicina também se liga aos ácidos nucleicos pela 

intercalação específica do núcleo 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 hidroquinona com potencial de formação de radicais livres que atuam como agentes 

alquilantes importantes como água oxigenada, ferro, hidroxila e cálcio (KALYANARAMAN 

et al., 2002; MYERS, 1998). A presença de doxorrubicina e dos radicais livres formados são 

responsáveis 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 proteínas 

plasmáticas, alterando suas funções (TRITTON et al., 1978).  

Mas apesar dessa terapêutica do câncer ser de grande valia, ao longo dos últimos anos, 

uma mudança de paradigma vem ocorrendo na área da oncologia. O foco no desenvolvimento 

de novas drogas antitumorais é o uso de terapias alvo, visando o controle de vias ativas na 

gênese 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 à classe de terapias 

alvo (CENTERWATCH, 2012). Esta linha de pesquisa é proveniente da melhor compreensão 

dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento tumoral. Algumas drogas 

desenvolvidas através deste modelo já se mostraram efetivas inclusive em estudos clínicos e 

estão incorporadas na prática clínica atual como o uso de bloqueadores de EGFR, 

bloqueadores de mTOR e antagonistas de VEGF. 

Nesse contexto, os dados deste estudo referentes ao potencial citotóxico dos extratos e 

substâncias isoladas, obtidos de plantas do gênero 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 saúde humana (ANTER et al., 2011; CUSHNIE e LAMB, 2005). 

Alguns autores descrevem que algumas moléculas que são estruturalmente semelhantes ao 

estradiol, podem atuar como interferentes endócrinos e apresentar efeitos semelhantes ou 

contrários aos do estrógeno, e assim, serem tanto benéficas quanto maléficas para o indivíduo 

que fizer uso (COLIN et al., 2008; HAVSTEEN, 2002; PLISKOVA et al., 2005; VIEIRA et 

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

Embora alguns interferentes endócrinos apresentem papéis deletérios para o homem, 

existem relatos da literatura de que alguns deles, os fitoestrógenos, demonstram ter potencial 

terapêutico e preventivo na ginecologia. Tem-se observado desde a última década que, com 

interesse em maior segurança, os fitoestrógenos possam ser utilizados para substituir os 

estrógenos na terapia de reposição hormonal (HAYS et al., 2003). 

Dados epidemiológicos tem revelado que a ingestão de alimentos contendo 

fitoestrógenos pode prevenir o câncer de mama e outros cânceres hormônio-dependentes 

(INNOCENTI et al., 2007; TAKEMURA et al., 2013; VIRK-BAKER et al., 2010). Apesar de 

décadas de estudos, os riscos e benefícios da terapia de reposição hormonal com estrógenos 

sintéticos em mulheres saudáveis na pós-menopausa permanece incerto (NAEYER et al., 

2004; INNOCENTI et al., 2007). A deficiência de estrogênio durante a menopausa pode 

provocar muitos problemas de saúde, tais como ondas de calor, também chamadas de 

fogachos, insônia, secura vaginal, dores articulares, alterações do humor, redução da 

densidade óssea, doenças cardiovasculares e osteoporose (KANG et al., 2006).  

A terapia estrogênica é muito empregada na sintomatologia vasomotora e nas 

repercussões genitais do hipoestrogenismo. Por estes motivos, a ingestão de fitoestrógenos 
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pode melhorar a qualidade de vida da mulher na pós-menopausa (VIEIRA et al., 2007). 

Contudo, por exemplo, na etiologia do câncer de mama, os estrógenos sintéticos 

desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do tumor. Sugere-se que os 

mecanismos do estrógeno envolvidos na carcinogênese sejam estimulando a transformação e 

proliferação celular e/ ou agindo como iniciador do tumor através da indução de danos ao 

DNA pelos seus metabólitos.  

A ação inicial do tumor pode ser devido à hidroxilação do principal estrógeno 

utilizado por mulheres na pré-menopausa, 17-β-estradiol em estrógeno catecol 2-

hidroxiestradiol (2-OHE2) e 4-hidroxiestradiol (4-OHE2). Quando não inativado, o estrogênio 

catecol pode ser oxidado a quinonas reativas. Quinonas de 2-OHE2 podem formar aductos de 

DNA que se mantêm estáveis no DNA, quando não reparado, mas quinonas de 4-OHE2 

podem formar aductos de DNA depurinados, um evento comum de iniciação de tumor em 

cânceres humanos (VAN DUURSEN et al., 2004). 

Takemura et al. (2013) descreveram o papel fundamental que a ingestão de 

flavonoides pode desempenhar na prevenção do câncer de mama. Através da sua capacidade 

quimiopreventiva, especialmente relacionada à regulação hormonal mediada por REs, ciclos 

de oxi-redução gerados pelos metabólitos do estrógeno e de sua inibição seletiva da enzima 

CYP1B1, já identificada como responsável pela formação das quinonas reativas e 

consequentes aductos de DNA, é que certos flavonoides estão sendo associados com a 

redução de câncer de mama.  

Entretanto, é bem estabelecido que fitoestrógenos pertencem a diferentes classes de 

compostos, portanto, estruturas químicas sozinhas não são suficientes para predizerem a 

atividade estrogênica. Por essa razão, investigações químicas guiadas por ensaios biológicos 

podem acrescentar importantes informações a respeito da sua atividade estrogênica. 
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Dentro do propósito da contribuição para a busca de fitoestrógenos, avaliou-se a 

estrogenicidade, primeiramente utilizando a metodologia do Teste RYA e depois com o 

Ensaio E-screen, de quatro extratos metanólicos dos capítulos das espécies, pertencentes à 

Família Eriocaulaceae, Syngonanthus dealbatus, S. macrolepsis, S. nitens e S. suberosus, oito 

substâncias isoladas (entre elas, flavonóides 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 capítulos 

de S. nitens.  

Os resultados obtidos na avaliação do teste RYA apontam o extrato metanólico de S. 

nitens (Sn) como uma possível fonte de fitoestrógenos, pois, foi o único dentre os extratos 

testados, que apresentou resultados expressivos e estatisticamente relevantes no ensaio. Foi 

verificado ainda que em seus capítulos e escapos foram encontrados flavonoides e xantonas, 

sendo essas últimas encontradas apenas no extrato metanólico dos capítulos (PACIFICO et 

al., 2011). No extrato metanólico de escapos de Sn e nos extratos das demais espécies foram 

encontrados apenas flavonóides (CARDOSO et al., 2012; PACIFICO et al., 2011; DA 

SILVA, 2008). 

Além dos extratos, as substâncias 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 flavonóides 1, 5, 6, 7 e 8 não apresentaram resultados positivos. 

Para explicar a estrogenicidade das xantonas encontradas nos capítulos de S. nitens, 

relembrar-se-á o mecanismo de interação de interferentes endócrinos com o RE, que foi 

descrito por Hubbard et al. (2000). Nesse mecanismo são verificadas as características 

necessárias para que haja a interação dos receptores com os interferentes e as características 

que a prejudicam. O centro do RE é constituído de uma cavidade hidrofóbica, a qual 

reconhece uma variedade de compostos estruturalmente distintos. O reconhecimento é 
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alcançado através da combinação de ligações de hidrogênio específicas e da 

complementaridade de resíduos hidrofóbicos que recobrem a cavidade do receptor com a 

natureza apolar dos ligantes. De acordo com essas características, provavelmente moléculas 

que apresentem hidroxilas livres, em posições estratégicas (ex. opostas, como na molécula do 

estradiol), e núcleos esteroidais como os do estradiol, apresentarão afinidade com o RE e 

consequentemente, atividade estrogênica.  

As xantonas 2, 3 e 4, assim como as A e B, que compõem a mistura M, são moléculas 

que apresentam um núcleo semelhante ao esteroidal, hidroxilas livres e metoxilas como 

substituintes, ao invés das moléculas de açúcar presentes na maioria dos flavonóides 

avaliados neste estudo (Figura 9). Essas características são extremamente importantes e 

discutem a favor da interação 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 estrogênica moderada, sendo seus valores de 

EEQ menores que os apresentados pela mistura M e pela xantona 4. E, ao comparar as 

estruturas químicas destas moléculas, verificou-se que 2 e 3 apresentavam 2 metoxilas em seu 

núcleo fundamental. Já as xantonas 4 e A apresentavam apenas uma metoxila na posição 2. 

Como 2 e 3, apresentaram resultados menos expressivos, sugere-se que a presença de duas 

metoxilas atrapalhe a interação com o RE e que apenas uma metoxila, presente, dificultaria 

menos essa interação. 

Algumas pesquisas relevantes no assunto da estrogenicidade abordam a relação entre a 

estrutura dos compostos e a sua similaridade com a estrutura do estradiol e corroboram os 

dados encontrados no ensaio RYA. Choi et al. (2008) verificaram que a substituição de 

grupos hidroxila por grupos metoxila em flavonóides reduzia a afinidade de ligação com o 

RE, indicando, portanto, que os grupos hidroxila são cruciais para a atividade de ligação. 

Morito et al. (2002) verificaram que a análise por raios-X da ligação do receptor β com a 

genisteína (Figura 10) sugere que a hidroxila da posição 7 corresponde à hidroxila da posição 

3 do 17-β-estradiol e a hidroxila da posição 4’ corresponde à hidroxila da posição 17 do 

hormônio. Verificaram também que a metoxilação e a glicosilação desses sítios geralmente 

enfraquece a ligação com os REs e a indução de expressão gênica. 

 

Figura 10. Comparação entre as estruturas da genisteína (laranja) e do 17- -estradiol (preto). 
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As xantonas, isoladas de S. nitens, apesar de apresentarem metoxilas em sua estrutura, 

foram consideradas estrogênicas ao passo que as flavonas não, provavelmente devido à 

posição 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 estrogênicas fracas. Eles compararam a sua 

atividade estrogênica com a de isoflavonas e avaliaram os seus aspectos estruturais, pois elas 

apresentam similaridades. Observaram que apesar da apigenina ter um anel bifenil que 

contém grupos hidroxilas nas posições 5 e 7, assim como a genisteína, a posição do anel B 

ligado ao anel C é diferente e essa diferença estrutural demonstrou diminuir a atividade 

estrogênica (Figura 11). Esses dados também vêm a corroborar os resultados obtidos, pois 

relatam a fraca estrogenicidade associada às flavonas. 

 

 

 

 

 

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

No ensaio RYA, utiliza-se a levedura Saccharomyces cerevisiae, que foi 

geneticamente modificada através da inserção de dois plasmídeos. O primeiro, constitutivo, 

codifica o receptor de estrógenos humano (RE), sem que nenhum estímulo externo seja 

necessário. O segundo plásmídeo, carrega o gene Lac-Z, que codifica a enzima -

galactosidase, tem sua expressão controlada por ligantes do RE. Trata-se de um mecanismo 
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bastante simplificado, onde apenas a interação dos ditos interferentes endócrinos com os RE, 

e como essa pode ser facilitada ou dificultada, são abordados quando se busca uma explicação 

para a estrogenicidade encontrada. Já nos ensaios em que células, que possuem os RE em sua 

membrana e são responsivas a eles, outros mecanismos podem ser abordados para explicar a 

estrogenicidade encontrada através dessa metodologia. 

Baseado nisso, discutem-se os resultados obtidos através do ensaio E-screen, onde 

células de carcinoma mamário (MCF-7/BUS) foram utilizadas. Essas células possuem os RE 

e são responsivas a eles, além de possuírem outros mecanismos pertinentes somente a si 

mesmas para contribuir para sua sobrevivência e proliferação. 

Dos resultados do ensaio E-screen, pode-se verificar que nenhum dos extratos foi 

considerado estrogênico ou capaz de causar estímulo proliferativo nas células MCF-7/BUS 

acima de 25%, em relação aos controles negativo e positivo (EPR) (SOTO et al., 1995). Já 

dentre as isoladas, todas, exceto a flavona 6, que foi inativa ou não estrogênica, foram 

consideradas agonistas parciais dos RE, mantendo seus EPR entre 25 a 80% e, portanto, 

causaram proliferação intermediária das células MCF-7/BUS. A única amostra, dentre todas 

avaliadas, a apresentar-se como agonista total dos RE foi a mistura M. Os dados de sua 

avaliação mostram que ela apresentou estímulo proliferativo nas células MCF-7/BUS acima 

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

A partir desses dados, explica-se estrogenicidade dessas moléculas por mecanismos 

que englobam os RE, mas também, permite-se abordar outros mecanismos de ação. A 

literatura reporta que, como mecanismos independentes dos REs, os fitoestrógenos podem 

agir por meio da inibição de aromatase (RICE et al., 2007; VIRK-BAKER et al., 2010), por 

estimulação da globulina que se liga aos hormônios sexuais, especificamente a testosterona e 
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o estradiol, por alterações no metabolismo do estrogênio e pela inibição da reciclagem entero-

hepática de estrógenos endógenos e xenobióticos (PIERSEN, 2003). 

Ainda, além de suas propriedades estrogênicas, os fitoestrógenos podem exibir outras 

propriedades que contribuiriam para sua atividade proliferativa, como a inibição da proteína 

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 I e II (NAEYER et al., 

2004) e da quinase ribossomal (MOL e MONTALBÁN, 2001). Existem também estudos 

sobre seus efeitos antioxidantes (WEI et al., 1995; BARNES, 2010), anti-hipertensivos e 

antiinflamatórios (KNIGHT e EDEN, 1995), propriedades capazes de interferir em uma 

infinidade de vias de sinalização do ciclo celular e eventos de apoptose, além do sinergismo 

com fatores de crescimento induzindo a síntese ou ativação de outros receptores que não os 

estrogênicos (NAEYER et al., 2004). 

Os dados destes ensaios de proliferação não nos permitiram estabelecer quais 

estruturas seriam as responsáveis pela atividade estrogênica encontrada, já que através desse 

ensaio verificou-se o caráter proliferativo tanto das xantonas como das flavonas, atestando 

inclusive que, dentre as duas classes, havia substâncias muito estrogênicas, 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 concentrações 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 estimulatória sobre as células de carcinoma mamário, 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 caráter 
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estrogênico, provavelmente devido à presença de xantonas em sua composição 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 caráter estrogênico 

e que ensaios de toxicidade atestassem seu caráter não prejudicial. 

 

5.6. Modulação da Expressão Gênica 

A heterogeneidade celular e molecular dos tumores de mama e o grande número de 

genes potencialmente envolvidos no controle do crescimento, na morte e na diferenciação 

celular, enfatizam a importância de se estudar as múltiplas alterações genéticas que podem 

ocorrer nas células tumorais. A análise de expressão gênica tem demonstrado a capacidade de 

identificar as características que refletem a biologia molecular e o comportamento do tumor, 

podendo revelar novos marcadores genéticos, os que estão relacionados à recorrência e 

progressão da doença e com isso contribuir para a terapêutica antitumoral (ROSA, 2007). 

No sentido de contribuir para maior conhecimento a respeito do mecanismo de ação 

pelo qual um composto pode agir na terapêutica antitumoral, foi empregada neste estudo a 

metodologia de PCR Array que nos permitiu analisar o padrão diferencial da expressão dos 

principais genes envolvidos em diferentes vias como angiogênese, ciclo celular, apoptose, 

adesão, entre outras.  

Entre os 84 genes avaliados na via de câncer de mama, 23 (27,4%) apresentaram 

alterações na expressão quando comparados ao controle. Desses, 21 (91,3%) apresentaram a 

expressão diminuída (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 expressão 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 possíveis efeitos da expressão alterada dos 23 genes, 

identificados neste estudo, dados de pesquisas realizadas desde a última década até bem 

recentemente foram apresentados, discutidos e relacionados com os nossos resultados.  

É conhecido que células de câncer de mama frequentemente dependem de estrógeno 

para se proliferar. Com isso, o tratamento desse tipo de câncer com compostos 

antiestrogênicos leva a alterações no ciclo celular ou apoptose. O efeito proliferativo do 

estradiol é mediado por REα que regula múltiplos fatores envolvidos no ciclo celular 

(FRASOR et al., 2003). Em nosso estudo, a mistura M foi capaz de inibir em 2,64 vezes a 

expressão do gene ESR1, que codifica o receptor de estrógeno alfa (RE ). Essa característica 

seria responsável por diminuir a capacidade proliferativa das células MCF-7/BUS, porém os 

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 então, apesar de parecerem conflitantes com os 

resultados obtidos nos ensaios de estrogenicidade, nos fazem refletir a respeito do mecanismo 

de ação das moléculas que constituem a mistura. Devemos considerar a hipótese de que a 

proliferação celular, encontrada no ensaio E-screen, pode ter vindo de outras vias, que não a 

que englobam o RE, pois algumas substâncias 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 

plasmídeo constitutivo onde o gene HE0, o qual codifica para o receptor de estrógeno humano 

(RE), está presente. Trata-se de um mecanismo bastante simplificado, onde apenas a interação 

da substância-teste com os RE e a percepção dessa interação pelo elemento responsivo ERE, 

que está num segundo plasmídeo, é que explica a estrogenicidade encontrada. Portanto, a 

expressão do gene do RE independe da quantidade ou da concentração de amostra utilizada e 
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o mecanismo de detecção de estrogenicidade necessariamente engloba esse receptor. Já nos 

ensaios em que são utilizadas as células MCF-7/BUS, que possuem os RE em sua membrana 

e são responsivas a eles, além da expressão do gene (ESR1), que codifica para o RE, outros 

mecanismos explicam a capacidade proliferativa encontrada para essa mistura.  

A literatura reporta que a formação de neoplasias se dá pelo desequilíbrio entre a 

proliferação celular (ciclo celular) e a apoptose (morte celular programada). Estes eventos são 

controlados por uma grande quantidade de genes, que, ao sofrerem mutações, podem ter seus 

produtos expressos de maneira alterada, iniciando a formação de um tumor. As mutações em 

duas grandes classes de genes – oncogenes e genes supressores de tumores – têm papel 

fundamental na indução do câncer. Esses genes codificam vários tipos de proteínas que 

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

Os genes supressores de tumores atuam como freios das células; eles codificam 

proteínas que retardam o crescimento celular e impedem as células de tornarem-se malignas. 

Os oncogenes, por outro lado, codificam proteínas que promovem a perda do controle do 

crescimento e a conversão de uma célula normal para um estado maligno; como resultado, os 

oncogenes atuam como aceleradores da proliferação celular e tumorigênese. São proto-

oncogenes que sofreram mutações ativadoras, ou seja, que passaram a ter ganho de função ou 

hiper-expressão. Esses genes são responsáveis por aumentar a proliferação celular, ao mesmo 

tempo em que inibem a apoptose, eventos que dão início a uma neoplasia (SILVA et al., 

2013). 

Dentre os genes que tiveram a expressão alterada neste estudo, sem dúvida o mais 

reportado na literatura é o TP53. Esse gene codifica uma proteína supressora de tumor que 

contém domínios responsáveis por ativação transcricional, ligação com DNA e 

oligomerização. A proteína codificada responde a diversos estresses celulares ao regular a 
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expressão de genes alvo, induzindo, assim, parada do ciclo celular, apoptose, senescência, 

reparo no DNA ou alterações no metabolismo. As mutações neste gene estão associadas com 

uma variedade de cânceres humanos, como a síndrome de Li-Fraumeni (NCBI, 2013). 

A ativação da via de transdução de sinal dependente de p53 é uma das respostas das 

células cancerosas aos danos causados pela radiação ionizante (KASTAN et al., 1991). Ela 

regula a indução de apoptose induzida por radiação (LOWE et al., 1993). Muitos estudos 

recentes mostram que os cânceres de mama que possuem mutações em p53 são mais 

susceptíveis a recorrência, tem um fenótipo mais agressivo, pior sobrevivência (JANSEN et 

al., 1998) e estão associados com o aumento de falha em pacientes tratados com radioterapia 

pós-mastectomia (ZELLARS et al., 2000). Em nossos experimentos, a mistura M causou a 

diminuição da expressão do gene TP53 (-1,80) e isso se relaciona fortemente com a 

diminuição da susceptibilidade das células MCF-7/BUS a apoptose e pode ser um dos fatores 

que contribuiu para a proliferação dessas células. 

Outro gene avaliado neste estudo foi o ID1, que é um gene inibidor da diferenciação e 

da ligação com DNA e que tem se mostrado estimulador da proliferação celular e expresso em 

células-tronco embrionárias, 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 

angiogênese tumoral (LYDEN et al., 1999). ID1 está 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 expressão do gene ID1 em 1,79 vezes, fato que pode ter contribuindo para 

aumentar a proliferação das células MCF-7/BUS. 

A mistura M ainda foi capaz de aumentar a expressão do gene VEGFA em 1,91 vezes. 

Esse gene é um membro da família de fatores do crescimento PDGF/VEGF e codifica uma 

proteína que especificamente atua nas células endoteliais e possui vários efeitos, incluindo a 
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mediação do aumento da permeabilidade vascular, a indução de angiogênese, a vasculogênese 

e o crescimento celular endotelial, promovendo migração celular e inibindo a apoptose. 

Angiogênese é a formação de novos vasos sanguíneos a partir de redes de capilares existentes. 

Esse vaso sanguíneo que cresce e se modela, que é uma parte normal do crescimento de 

órgãos e da fisiologia adulta, pode ser recrutado para suprir tumores pela estimulação do 

crescimento de novos ramos de vascularização no órgão hospedeiro (BENDER e MAC-

GABHANN, 2013). A expressão aumentada desse gene, causada pela mistura M, desfavorece 

a apoptose e aumenta a proliferação celular. 

O receptor de androgênios, um membro da superfamília de receptores nucleares, 

regula seus genes alvo através de elementos específicos responsivos a androgênios (ARE) em 

regiões promotoras. O gene AR tem sido extensamente estudado como um oncogene em 

câncer de próstata e tem um papel estabelecido na carcinogênese de próstata. Entretanto, 

evidências sugerem que o AR possa ter um efeito anti-tumorigênico em câncer de mama. A 

manutenção da função do AR em tumores de mama de pacientes tem sido relatada como 

significativamente associada com aumento da sobrevida e bom prognóstico (AGOFF et al., 

2003; LOIBL et al., 2011; OGAWA et al., 2008). Estudos anteriores sugerem que os 

androgênios também podem induzir apoptose em células de câncer da mama (KAMPA et al., 

2005; KANDOUZ et al., 1999). Até agora, o mecanismo de como androgênios suprimem a 

proliferação e induzem a apoptose no câncer da mama não é completamente compreendido. A 

mistura M causou a inibição da expressão desse gene em 2,29 vezes, o que também pode ter 

contribuído para a proliferação das células MCF-7/BUS. 

Os genes GATA3 e THBS1 tiveram a sua expressão diminuída pela mistura M em 2,51 

e 1,81 vezes, respectivamente. A função desses genes não está relacionada com apoptose ou, 

consequentemente, proliferação celular, portanto a sua expressão diminuída não se relaciona 

aos resultados obtidos nos outros testes aplicados à mistura M, mas como esses genes estão 
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associados à angiogênese e metástase, seus dados serviram para compreendermos melhor o 

mecanismo de ação das xantonas que compõem a mistura M. 

Na glândula mamaria adulta, GATA3 atua sobre epitélio ductal para manter a 

diferenciação 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 mamário e a formação da glândula mamária. Estudos com técnicas 

de expressão diferencial de genes têm mostrado que GATA3 é mais expresso em cânceres de 

mama RE-positivo de fase inicial do que em outros cânceres invasivos de mama RE-negativo, 

que estão 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, há um estudo que mostra uma correlação significativa 

entre elevados níveis de GATA3 e capacidade de resposta do câncer de RE-positivo à terapia 

hormonal (PARIKH et al., 2005). Em conjunto, esses dados indicam que GATA3 emerge 

como um forte preditor de diferenciação do câncer de mama, da capacidade de resposta ao 

estrogênio, e do resultado clínico favorável. Ainda, GATA3 tem sido associado ao aumento da 

diferenciação de células cancerosas e posterior supressão de metástases, através da reversão 

de um evento conhecido como transição epitelial-mesenquimal (EMT), do inglês, epithelial-

mesenchymal transition (KOUROS-MEHR et al., 2008b). Portanto, a diminuição da 

expressão desse gene (-2,51), causado pela mistura M, desfavorece a terapia hormonal no 

câncer RE-positivo e aumenta a ocorrência de metástases. 

O gene THBS1 codifica a proteína trombospondina, que é uma proteína anti-

angiogênica (REN et al., 2006). A expressão do gene THBS1 está basalmente inibida em 

células cancerosas, mas substâncias podem estimular a sua expressão (GLINSKII et al., 2009) 

e tal atividade é uma via contrária  à sobrevivência das células cancerosas, pois a angiogênese 
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permanece inibida. A mistura M diminui a expressão desse gene (-1,81) e pode favorecer o 

aumento da angiogênese. 

Mas ao contrário das funções deletérias descritas anteriormente, ocasionadas pela 

alteração da expressão dos genes TP53, ID1, VEGFA, AR, GATA3 e THBS1, a mistura M foi 

capaz inibir funções deletérias de alguns genes ou de estimular a função benéfica de outros.  

A expressão do proto-oncogene BCL2 foi inibida pela mistura M (-1,88). Esse gene é 

capaz de proteger a célula cancerosa da apoptose, permitindo que células danificadas 

geneticamente continuem a se replicar (CHEN et al., 2000). A presença de altos níveis da 

proteína bcl-2, aumentando a sobrevida da célula pode facilitar a aquisição de mutações em 

outros genes supressores tumorais e oncogenes resultando numa expansão clonal atípica 

(KANNAN et al., 1998). Drachenberg et al. (1997) afirmaram ser possível também a 

expressão nuclear da proteína bcl-2, mais em tumores malignos. A localização nuclear da 

proteína bcl-2 está relacionada provavelmente a sua função na proteção do DNA contra a ação 

das endonucleases, inibindo a apoptose. Portanto, a inibição desse proto-oncogene pela 

mistura M seria um facilitador da apoptose e um ponto positivo no que diz respeito ao seu 

possível uso com antitumoral. 

MGMT é um gene que está associado ao reparo de lesões no DNA, através da indução 

da enzima O6-metilguanina-DNA metiltransferase. Diminuições na expressão desse gene 

causam diminuição no reparo e acúmulo de danos, induzindo a célula à apoptose (JI et al., 

2012). A mistura M diminuiu a expressão desse gene (-1,96) e isso pode explicar a morte 

celular induzida pelos compostos que compõem a mistura. 

A glicoproteína humana tipo mucina, MUC1, é encontrada na membrana plasmática 

de células secretoras epiteliais normais. O gene MUC1 é expresso em níveis elevados em toda 

a superfície das células de carcinoma. A alta expressão de MUC1 encontrada em carcinomas 
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humanos e certas malignidades hematológicas induz a transformação e a resistência à 

apoptose induzida por agentes genotóxicos, espécies reativas de oxigênio e de hipóxia. 

Estudos demonstram que a MUC1 se liga diretamente a caspase-8 e, assim, impede a ativação 

da via do receptor de morte apoptótica por via extrínseca (AGATA et al., 2008). MUC1 foi o 

gene mais negativamente regulado pela mistura M (-6,10), o que indica um aumento da 

suscetibilidade à apoptose.  

A via de MAPK/ERK (proteína-quinase ativada por mitógeno) é uma das vias de 

sinalização mais importantes e estudadas, pois, regula o crescimento, a proliferação, 

diferenciação e sobrevivência de muitos tipos de células (ORTON et al., 2005). As MAPK 

abrangem grande número de proteínas, tais como ERK1-ERK3 (quinase regulada por sinal 

extracelular), codificadas pelos genes MAPK1(ERK2) e MAPK3(ERK1). A ativação da via de 

ERK1/2 é normalmente associada à proliferação e à sobrevivência celular (BACUS et al., 

2001; YEH et al., 2004, ZHENG et al., 2007). A mistura M regulou negativamente a 

expressão do gene MAPK3 (-2,64), mais um ponto que desfavorece a sobrevivência da célula 

cancerosa. 

A prostaglandina-endoperóxido sintase-2 (PTGS2) codifica a enzima COX-2, que 

catalisa a conversão do ácido araquidônico a prostaglandinas (PGs) e outros eicosanoides. A 

expressão de PTGS2, que não é detectável na maioria dos tecidos normais, é induzida em 

resposta à hipóxia, a citocinas inflamatórias, a promotores de tumores, a fatores de 

crescimento e outros fatores de stress (LIU et al., 1999; SCHMEDTJE et al., 1997). O gene 

PTGS2 está envolvido na carcinogênese, na supressão da resposta imune, na inibição da 

apoptose, na angiogênese e na invasão das células tumorais e metástases. Estudos recentes 

têm indicado que a variação genética de PTGS2 está associada à suscetibilidade ao câncer de 

mama (DOSSUS et al., 2010; LANGSENLEHNER et al., 2006). A mistura M foi capaz de 

diminuir a expressão 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 resistência anti-estrogênica 

em carcinomas mamários humanos. Expressões aumentadas desse gene em células de 

carcinoma mamário aumentam proliferação e sobrevivência, aumentam o crescimento 

independente de ancoragem e promovem migração e invasão. Por outro lado, a neutralização 

desse gene por anticorpos, promove apoptose, diminui o crescimento celular in vitro e para o 

crescimento de tumores xenográficos de mama. Ainda, a expressão aumentada de TFF3 está 

significativamente relacionada com a diminuição da sobrevivência de pacientes, com câncer 

de mama RE-positivo, tratados com tamoxifeno. A expressão forçada de TFF3 em 

carcinomas mamários aumentou a atividade transcricional do RE, promoveram o crescimento 

independente de estrógeno e produziram resistência ao tamoxifeno e ao fulvestranto in vitro. 

O antagonismo funcional de TFF3, portanto, merece consideração como uma nova estratégia 

terapêutica para o carcinoma mamário (KANNAN et al., 2010). A mistura M foi capaz de 

diminuir a expressão desse gene em 1,97 vezes, sendo mais uma característica positiva a ser 

agregada ao seu mecanismo de ação. 

 Os genes TGFB1, SRC, ABCB1, PGR e KRT19 também tiveram a sua expressão 

alterada e, mesmo não estando relacionados com o aumento da susceptibilidade à apoptose, 

merecem ser ressaltados pois são pontos favoráveis a respeito do mecanismo de ação da 

mistura M. 

A expressão do gene TGFB1 foi regulada negativamente (-2,48) pela mistura M. Esse 

gene é o maior responsável pela indução de EMT. EMT é um processo estritamente 

controlado e é geralmente induzido por sinais extracelulares. Membros da família de fatores  

de transformação do crescimento estão entre os principais e melhor caracterizados indutores 

de EMT durante o processo de embriogênese e na patogênese do câncer (POLYAK e 

WEINBERG, 2009). A metástase tumoral é um processo que começa com a migração da 

célula tumoral e invasão. Estas propriedades muitas vezes requerem a transição epitelial-
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mesenquimal (EMT), durante o qual as células epiteliais bem polarizadas e adesivas perdem a 

polaridade e a adesão intercelular mediada por caderinas, e adquirem um fenótipo 

fibroblastóide ou mesenquimal de alta motilidade (POLYAK e WEINBERG, 2009; THIERY 

e SLEEMAN, 2006). Com a expressão diminuída desse gene, ocorre o desfavorecimento das 

metástases. 

Outro gene associado ao desfavorecimento de metástases é o SRC, que também foi 

regulado negativamente (-1,94) pela mistura M. Esse gene está envolvido na regulação de 

EMT induzida por TGF-β1 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-β1 

e é regulado negativamente por NM23.  

 Já o gene ABCB1, que também foi regulado negativamente (-2,83) pela mistura M, 

tem sua expressão associada à resistência a quimioterapia. As resistências intrínseca e 

adquirida a drogas quimioterápicas são uma barreira para o sucesso da quimioterapia do 

câncer, e proteínas ABC (ATP binding cassete), que funcionam como bombas de efluxo de 

drogas, estão fortemente relacionadas a um mecanismo importante da resistência à 

quimioterapia (SZAKÁCS et al., 2006). A superexpressão de ABCB1 [P-glicoproteína (Pgp); 

MDR1] e ABCG2 [proteína de resistência a câncer de mama (BCRP); proteína de resistência 

mitoxantrona (MXR)] está associada a resultados ruins no tratamento de quimioterapia na 

leucemia mieloide aguda (LMA) (BENDERRA et al., 2004; DAMIANI et al., 2006) e em 

outras doenças malignas. Dada a forte associação da superexpressão de ABCB1 e ABCG2 com 

falha do tratamento em LMA, a exploração de inibidores de ambas as proteínas e de novas 

abordagens para a superação da resistência a drogas mediadas por ambas as proteínas se 

justifica. A mistura M, por inibir significativamente a expressão do gene ABCB1, estaria então 

associada à diminuição da resistência à quimioterapia. 
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O gene PGR que codifica receptores de progesterona é um importante gene que tem 

sua transcrição diretamente regulada pelo REα. Para confirmar a importância do 17-β-

estradiol na expressão de PGR através de REα, Won Jeong et al. (2012) trataram células 

MCF-7 com o antagonista de REα ICI 182.780 e esse tratamento inibiu a expressão de PGR. 

Por outro lado, células REα- (RE-negativo) não alteraram níveis de expressão de PGR após 

tratamento com o estradiol, isso mostra a relação entre a diminuição da expressão de PGR (-

2,21) e ESR1(REα) (-2,64), causadas pela mistura M. 

Outro exemplo de que o estrógeno regula a proliferação e propriedades invasivas de 

células de câncer de mama que apresentam receptor de estrógeno foi relatado por Choi et al. 

(2000), que identificaram que a queratina 19 (K19), codificada pelo gene KRT19, um dos 

principais filamentos intermediários celulares, está sob regulação rápida e direta do estrogênio 

em células MCF-7. O acúmulo maior de proteína K19 é observada por 8 horas após exposição 

ao estradiol e esses níveis continuam aumentando em até 24-48 horas após o tratamento. A 

supressão do gene KRT19 após a adição de ICI 182.780 (antiestrogênico) sugere que 

receptores estrogênicos são responsáveis por essa regulação. A K19 é uma das principais 

proteínas do citoesqueleto das células epiteliais e representa um marcador para células 

tumorais epiteliais. Além disso, está relacionada à disseminação metastática precoce devido a 

sua liberação na corrente sanguínea. Essa proteína pode ser encontrada na medula-óssea de 

pacientes com câncer mama levando a metástase (ALIX-PANABIÈRES et al., 2009). A 

mistura M foi capaz de inibir a expressão do gene KRT19 (-2,26) e por isso pode estar 

também associado à diminuição de metástases. 

Portanto, dessa avaliação, verificamos que dos 23 genes que foram alterados, 11 deles 

(AR, BCL2, ESR1, ID1, MAPK3, MGMT, MUC1, PGR, PTGS2, TP53 e VEGFA) estão 

ligados à inibição ou ao favorecimento de morte das células cancerosas por apoptose. Desses 

11, 7 estão favorecendo esse fenômeno e todos tiveram a sua expressão diminuída em relação 
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ao controle: BCL2 (-1,88), ESR1 (-2,64), MAPK3 (-2,64), MGMT (-1,96), MUC1 (-6,10), 

PGR (-2,21) e PTGS2 (-2,33). Ainda como ponto positivo do mecanismo de ação da mistura 

M, essa foi capaz de diminuir a expressão de 3 genes [TGFB1 (-2,48), SRC (-1,94) e KRT19 (-

2,26)] relacionados com a disseminação de mestástases. Essa inibição desfavoreceria esse 

processo. E, ainda, foi capaz de diminuir a expressão de 2 genes [TFF3 (-1,97) e ABCB1 (-

2,83)], relacionados como estimuladores de resistência a drogas. Essa inibição, portanto, 

favoreceria o sucesso na quimioterapia. 

Mas por outro lado, a mistura M foi capaz de alterar a expressão de genes que inibem 

a apoptose e contribuiriam para a proliferação celular: AR (-2,29), ID1 (1,79), TP53 (-1,80) e 

VEGFA (1,91). E também alterou a expressão do gene GATA3 (-2,51), relacionado com a 

disseminação de metástases, e do gene THBS1 (-1,81), que aumentaria a angiogênese. 

No balanço entre a estimulação de genes relacionados à progressão do tumor e a 

inibição desses, a mistura M, que foi capaz de inibir a maioria dos genes, mostrou ter um bom 

potencial antitumoral. Ainda, essa avaliação dos genes envolvidos na tumorigênese do câncer 

de mama vem contribuir para um maior entendimento a respeito do mecanismo molecular 

exercido pela mistura M, que foi isolada dos capítulos de Syngonanthus nitens, e nos permite 

conhecer melhor as funções e as consequências de seu uso na terapêutica, caso seus 

compostos venham a ser utilizados.  
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6. CONCLUSÕES 

Através do Teste de Ames, verificou-se que nenhum dos extratos e nem suas 

substâncias isoladas apresentaram potencial mutagênico, mas que os extratos e substâncias 

isoladas apresentaram um efeito antimutagênico de forte a moderado contra todos os 

mutágenos testados.  

Da avaliação da genotoxicidade, podemos concluir que, apesar de existir um dano 

significativo verificado após 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 avaliação da citotoxicidade nos revelaram um bom potencial dos extratos 

e substâncias 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 substâncias isoladas foram 

capazes de induzir morte celular significativamente. Já para a linhagem MCF-7/BUS foram 

encontrados valores menores de atividade citotóxica, mostrando a menor susceptibilidade à 

morte dessas células.  

Os resultados obtidos pelo teste RYA apontam o extrato metanólico de S. nitens (Sn) 

como uma possível fonte de fitoestrógenos, pois, ele foi o único, dentre os extratos testados, 

que 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). Já dos 

resultados do ensaio E-screen, pode-se verificar que nenhum dos extratos foi considerado 

estrogênico. Dentre as isoladas, todas, exceto a flavona 6, que foi inativa ou não estrogênica, 

foram consideradas agonistas parciais dos RE. Ainda, verificou-se que a mistura M causou o 

maior estímulo proliferativo nas células MCF-7/BUS. Portanto, podemos dizer que, dentre os 

extratos, Sn possui caráter estrogênico, provavelmente devido à presença de xantonas em sua 
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composição 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 caráter estrogênico e que ensaios de toxicidade atestassem seu caráter não 

prejudicial. 

E por fim, da avaliação da modulação da expressão gênica, verificou-se que dentre os 

84 genes avaliados na via de câncer de mama, 23 (27,4%) apresentaram alterações na 

expressão quando comparados ao controle. Desses, 21 (91,3%) apresentaram a expressão 

diminuída (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 expressão aumentada (ID1 e VEGFA). Desses, a maioria está 

relacionada com susceptibilidade à apoptose, favorecimento ou inibição de metástases, com a 

regulação dos hormônios sexuais e susceptibilidade aos danos no DNA. No balanço entre a 

estimulação de genes relacionados à progressão do tumor e a inibição 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. 

Símbolo Descrição  Nome do Gene 
ABCB1 ATP-binding cassette, sub-family B 

(MDR/TAP), member 1 
ABC20, CD243, CLCS, GP170, 

MDR1, MGC163296, P-GP, PGY1 
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G 

(WHITE), member 2 
ABC15, ABCP, BCRP, BCRP1, 

BMDP, CD338, CDw338, 
EST157481, MGC102821, MRX, 

MXR, MXR1 
ADAM23 ADAM metallopeptidase domain 23 MDC3 

AKT1 V-akt murine thymoma viral 
oncogene homolog 1 

AKT, MGC99656, PKB, PKB-
ALPHA, PRKBA, RAC, RAC-

ALPHA 
APC Adenomatous polyposis coli BTPS2, DP2, DP2.5, DP3, GS 
AR Androgen receptor AIS, DHTR, HUMARA, HYSP1, 

KD, NR3C4, SBMA, SMAX1, TFM 
ATM Ataxia telangiectasia mutated AT1, ATA, ATC, ATD, ATDC, ATE, 

DKFZp781A0353, MGC74674, 
TEL1, TELO1 

BAD BCL2-associated agonist of cell death BBC2, BCL2L8 
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 Bcl-2 
BIRC5 Baculoviral IAP repeat containing 5 API4, EPR-1 
BRCA1 Breast cancer 1, early onset BRCAI, BRCC1, BROVCA1, IRIS, 

PNCA4, PSCP, RNF53 
BRCA2 Breast cancer 2, early onset BRCC2, BROVCA2, FACD, FAD, 

FAD1, FANCB, FANCD, FANCD1, 
GLM3, PNCA2 

CCNA1 Cyclin A1 - 
CCND1 Cyclin D1 BCL1, D11S287E, PRAD1, U21B31 
CCND2 Cyclin D2 KIAK0002, MGC102758 
CCNE1 Cyclin E1 CCNE 
CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin 

(epithelial) 
Arc-1, CD324, CDHE, ECAD, 

LCAM, UVO 
CDH13 Cadherin 13, H-cadherin (heart) CDHH, P105 
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 p33(CDK2) 

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 
(p21, Cip1) 

CAP20, CDKN1, CIP1, MDA-6, P21, 
SDI1, WAF1, p21CIP1 

CDKN1C Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C 
(p57, Kip2) 

BWCR, BWS, KIP2, WBS, p57 

CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 
(melanoma, p16, inhibits CDK4) 

ARF, CDK4I, CDKN2, CMM2, 
INK4, INK4A, MLM, MTS-1, MTS1, 

P14, P14ARF, P16, P16-INK4A, 
P16INK4, P16INK4A, P19, P19ARF, 

TP16 
CSF1 Colony stimulating factor 1 MCSF, MGC31930 
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(macrophage) 
CST6 Cystatin E/M - 

CTNNB1 Catenin (cadherin-associated protein), 
beta 1, 88kDa 

CTNNB, DKFZp686D02253, 
FLJ25606, FLJ37923 

CTSD Cathepsin D CLN10, CPSD, MGC2311 
EGF Epidermal growth factor HOMG4, URG 

EGFR Epidermal growth factor receptor ERBB, ERBB1, HER1, PIG61, 
mENA 

ERBB2 V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral 
oncogene homolog 2, 

neuro/glioblastoma derived oncogene 
homolog (avian) 

CD340, HER-2, HER-2, neu, HER2, 
MLN 19, NEU, NGL, TKR1 

ESR1 Estrogen receptor 1 DKFZp686N23123, ER, ESR, ESRA, 
Era, NR3A1 

ESR2 Estrogen receptor 2 (ER beta) ER-BETA, ESR-BETA, ESRB, 
ESTRB, Erb, NR3A2 

FOXA1 Forkhead box A1 HNF3A, MGC33105, TCF3A 
GATA3 GATA binding protein 3 HDR, MGC2346, MGC5199, 

MGC5445 
GLI1 GLI family zinc finger 1 GLI 
GRB7 Growth factor receptor-bound protein 

7 
- 

GSTP1 Glutathione S-transferase pi 1 DFN7, FAEES3, GST3, GSTP, PI 
HIC1 Hypermethylated in cancer 1 ZBTB29, ZNF901, hic-1 
ID1 Inhibitor of DNA binding 1, dominant 

negative helix-loop-helix protein 
ID, bHLHb24 

IGF1 Insulin-like growth factor 1 
(somatomedin C) 

IGF-I, IGF1A, IGFI 

IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor CD221, IGFIR, IGFR, JTK13, 
MGC142170, MGC142172, 

MGC18216 
IGFBP3 Insulin-like growth factor binding 

protein 3 
BP-53, IBP3 

IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2) BSF2, HGF, HSF, IFNB2, IL-6 
JUN Jun proto-oncogene AP-1, AP1, c-Jun 

KRT18 Keratin 18 CYK18, K18 
KRT19 Keratin 19 CK19, K19, K1CS, MGC15366 
KRT5 Keratin 5 CK5, DDD, EBS2, K5, KRT5A 
KRT8 Keratin 8 CARD2, CK8, CYK8, K2C8, K8, KO 

MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1 ERK, ERK2, ERT1, MAPK2, 
P42MAPK, PRKM1, PRKM2, p38, 

p40, p41, p41mapk 
MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3 ERK1, HS44KDAP, HUMKER1A, 

MGC20180, P44ERK1, P44MAPK, 
PRKM3 

MAPK8 Mitogen-activated protein kinase 8 JNK, JNK1, JNK1A2, JNK21B1, 2, 
PRKM8, SAPK1 

MGMT O-6-methylguanine-DNA 
methyltransferase 

- 
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MKI67 Antigen identified by monoclonal 
antibody Ki-67 

KIA 

MLH1 MutL homolog 1, colon cancer, 
nonpolyposis type 2 (E. coli) 

COCA2, FCC2, HNPCC, HNPCC2, 
MGC5172, hMLH1 

MMP2 Matrix metallopeptidase 2 (gelatinase 
A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV 

collagenase) 

CLG4, CLG4A, MMP-II, MONA, 
TBE-1 

MMP9 Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase 
B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV 

collagenase) 

CLG4B, GELB, MANDP2, MMP-9 

MUC1 Mucin 1, cell surface associated CD227, EMA, H23AG, KL-6, 
MAM6, MUC-1, MUC-1, SEC, 

MUC-1, X, MUC1, ZD, PEM, PEMT, 
PUM 

MYC V-myc myelocytomatosis viral 
oncogene homolog (avian) 

MRTL, bHLHe39, c-Myc 

NME1 Non-metastatic cells 1, protein 
(NM23A) expressed in 

AWD, GAAD, NB, NBS, NDKA, 
NDPK-A, NDPKA, NM23, NM23-

H1 
NOTCH1 Notch 1 TAN1, hN1 
NR3C1 Nuclear receptor subfamily 3, group 

C, member 1 (glucocorticoid receptor) 
GCCR, GCR, GR, GRL 

PGR Progesterone receptor NR3C3, PR 
PLAU Plasminogen activator, urokinase ATF, UPA, URK, u-PA 

PRDM2 PR domain containing 2, with ZNF 
domain 

HUMHOXY1, KMT8, MTB-ZF, RIZ, 
RIZ1, RIZ2 

PTEN Phosphatase and tensin homolog 10q23del, BZS, DEC, GLM2, 
MGC11227, MHAM, MMAC1, 

PTEN1, TEP1 
PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 

2 (prostaglandin G/H synthase and 
cyclooxygenase) 

COX-2, COX2, GRIPGHS, PGG, HS, 
PGHS-2, PHS-2, hCox-2 

PYCARD PYD and CARD domain containing ASC, CARD5, MGC10332, TMS, 
TMS-1, TMS1 

RARB Retinoic acid receptor, beta HAP, NR1B2, RRB2 
RASSF1 Ras association (RalGDS/AF-6) 

domain family member 1 
123F2, NORE2A, RASSF1A, 

RDA32, REH3P21 
RB1 Retinoblastoma 1 OSRC, RB, p105-Rb, pRb, pp110 

SERPINE1 Serpin peptidase inhibitor, clade E 
(nexin, plasminogen activator 
inhibitor type 1), member 1 

PAI, PAI-1, PAI1, PLANH1 

SFN Stratifin YWHAS 
SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1 FRP, FRP-1, FRP1, FrzA, SARP2 

SLC39A6 Solute carrier family 39 (zinc 
transporter), member 6 

LIV-1 

SLIT2 Slit homolog 2 (Drosophila) FLJ14420, SLIL3, Slit-2 
SNAI2 Snail homolog 2 (Drosophila) MGC10182, SLUG, SLUGH1, 

SNAIL2, WS2D 
SRC V-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) ASV, SRC1, c-SRC, p60-Src 
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viral oncogene homolog (avian) 
TFF3 Trefoil factor 3 (intestinal) ITF, P1B, TFI 

TGFB1 Transforming growth factor, beta 1 CED, DPD1, LAP, TGFB, TGFbeta 
THBS1 Thrombospondin 1 THBS, THBS-1, TSP, TSP-1, TSP1 
TP53 Tumor protein p53 FLJ92943, LFS1, P53, TRP53 
TP73 Tumor protein p73 P73 

TWIST1 Twist homolog 1 (Drosophila) ACS3, BPES2, BPES3, CRS1, SCS, 
TWIST, bHLHa38 

VEGFA Vascular endothelial growth factor A MGC70609, MVCD1, VEGF, VPF 
XBP1 X-box binding protein 1 TREB5, XBP2 
ACTB Actin, beta PS1TP5BP1 
B2M Beta-2-microglobulin - 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 

G3PD, GAPD, MGC88685 

HPRT1 Hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1 

HGPRT, HPRT 

RPLP0 Ribosomal protein, large, P0 L10E, LP0, MGC111226, 
MGC88175, P0, PRLP0, RPP0 

HGDC Human Genomic DNA Contamination HIGX1A 
RTC Reverse Transcription Control RTC 
PPC Positive PCR Control PPC 

 

 

8.2. Anexo 2. Tabela com a disposição dos genes na placa do PCR Array. 

ABCB1 
A01 

ABCG
2 
A02 

ADAM2
3 
A03 

AKT1 
A04 

APC 
A05 

AR 
A06 

ATM 
A07 

BAD 
A08 

BCL2 
A09 

BIRC5 
A10 

BCRA1 
A11 

BCRA
2 
A12 

CCNA1 
B01 

CCND
1 
B02 

CCND2 
B03 

CCNE
1 
B04 

CDH1 
B05 

CDH13 
B06 

CDK2 
B07 

CDKN1
A 
B08 

CDKN1
C 
B09 

CDKN2A 
B10 

CSF1 
B11 

CST6 
B12 

CTNNB
1 
C01 

CTSD 
C02 

EGF 
C03 

EGFR 
C04 

ERBB
2 
C05 

ESR1 
C06 

ESR2 
C07 

FOXA1 
C08 

GATA3 
C09 

GLI1 
C10 

GRB7 
C11 

GSTP1 
C12 

HIC1 
D01 

ID1 
D02 

IGF1 
D03 

IGF1R 
D04 

IGFBP
3 
D05 

IL6 
D06 

JUN 
D07 

KRT18 
D08 

KRT19 
D09 

KRT5 
D10 

KRT8 
D11 

MAPK
1 
D12 

MAPK3 
E01 

MAPK
8 
E02 

MGMT 
E03 

MKI6
7 
E04 

MLH1 
E05 

MMP2 
E06 

MMP9 
E07 

MUC1 
E08 

MYC 
E09 

MME1 
E10 

NOTCH
1 
E11 

NR3C1 
E12 

PGR 
F01 

PLAU 
F02 

PRDM2 
F03 

PTEN 
F04 

PTGS2 
F05 

PYCAR
D 
F06 

RARB 
F07 

RASSF1 
F08 

RB1 
F09 

SERPINE
1 
F10 

SFN 
F11 

SFRP1 
F12 

SLC39A
6 
G01 

SLIT2 
G02 

SNAI2 
G03 

SRC 
G04 

TFF3 
G05 

TGFB1 
G06 

THBS
1 
G07 

TP53 
G08 

TP73 
G09 

TWIST1 
G10 

VEGFA 
G11 

XBP1 
G12 

ACTB 
H01 

B2M 
H02 

GAPDH 
H03 

HPRT
1 
H04 

RPLP0 
H05 

HGDC 
H06 

RTC 
H07 

RTC 
H08 

RTC 
H09 

PPC 
H10 

PPC 
H11 

PPC 
H12 
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8.3. Anexo 3. Resultado dos controles de PCR Array para contaminação com DNA 
genômico 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 

Well exp1 exp2 exp3 exp
4 

exp
5 

exp
6 

exp
7 

exp
8 

exp
9 

exp1
0 

AVG 
exp(1
-10) 

ST 
DEV 
exp(1
-10) 

Average Ct 
(PPC) 

18,3
2 

18,8
5 

18,8
7               18,68 0,31 

ST DEV Ct (PPC) 0,12 0,07 0,08               0,09  --  
Average Ct 

(RTC) 
21,3

9 
21,4

7 
21,7

6               21,54 0,20 
ST DEV Ct (RTC) 0,07 0,04 0,01               0,04  --  

Control Sample 

Well exp1 exp2 exp3 exp
4 

exp
5 

exp
6 

exp
7 

exp
8 

exp
9 

exp1
0 

AVG 
exp(1
-10) 

ST 
DEV 
exp(1
-10) 

Average Ct 
(PPC) 

18,2
5 

18,7
8 

18,6
6               18,56 0,28 

ST DEV Ct (PPC) 0,07 0,17 0,09               0,11  --  
Average Ct 

(RTC) 
21,3

3 
23,5

8 
21,4

6               22,12 1,27 
ST DEV Ct (RTC) 0,04 2,66 0,03               0,91  --  

 

2. Reverse Transcription Control (RTC): 
Test Sample 

Well exp1 exp2 exp3 exp4 exp5 exp6 exp7 exp8 exp9 exp10 
ΔCt (AVG RTC - AVG PPC) 3,07 2,62 2,89               

RT Efficiency Pass Pass Pass               
Control Sample 

Well exp1 exp2 exp3 exp4 exp5 exp6 exp7 exp8 exp9 exp10 
ΔCt (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 exp1 exp2 exp3 exp4 exp5 exp6 exp7 exp8 exp9 exp10 
Ct (GDC) 35,00 35,00 35,00               

Genomic DNA: Pass Pass Pass               
Control Sample 

Well exp1 exp2 exp3 exp4 exp5 exp6 exp7 exp8 exp9 exp10 
Ct (GDC) 35,00 33,39 35,00               

Genomic DNA: Pass Inquiry Pass               
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