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Resumo

O cerrado brasileiro contém inumeras plantas utilizadas no tratamento popular de
varias enfermidades onde destacamos as espécies do género Byrsonima. Os relatos
de seu uso sao diversos: tratamento de infecgcbes fungicas e bacterianas, feridas
cronicas, doenga de Chagas, contra tuberculose, como diurética, antiemética e etc.
Na literatura, ha comprovagdo para atividades: antioxidante, antiprotozoario,
depressor no Sistema Nervoso Central (SNC), antihiperglicémicas e
antihiperlipémica. O perfil fitoquimico demonstra taninos, flavondides, triterpenos,
ésteres aromaticos, entre outros, o que indica o potencial farmacolégico deste
género. Sabe-se que o0 uso ndo padronizado de plantas pode ser danoso aos
usuarios, devido a propriedades desconhecidas ou por conterem contaminantes
ambientais. Embora haja diversos estudos abordando o potencial bioldgico das
plantas deste género, amplamente utilizadas na medicina popular, ainda ha poucos
estudos sobre sua seguranga Por esta raz&o, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
atividades mutagénica, antimutagéncia e estrogénica de extratos etandlicos
padronizados (70%) de folhas de quatro espécies: Byrsonima verbascifolia,
Byrsonima coccolobifolia, Byrsonima correifolia e Byrsonima ligustrifolia. A atividade
mutagénica foi realizada pelo Teste de Ames, utilizando o ensaio de pré-incubagéo,
na auséncia e presenga de ativacdo metabdlica (S9). As linhagens utilizadas foram
TA98, TA97a, TA100 e TA102 e foram testadas cinco concentragcbes de cada
amostra. A atividade antimutagénica foi testada apenas para as amostras negativas
para o teste de Ames (B. verbascifolia e B. correifolia), com a diferenga que sempre
foi associada a um agente mutagénico conhecido. A atividade estrogénica foi
avaliada por dois testes: -Recombinant Yeast Assay (RYA) que utiliza a levedura
Saccharomyces cerevisiae (linhagem BY4741) modificada geneticamente, contendo
um gene para receptor estrogénico humano e um plasmideo que expressa a enzima
B-galactosidase de Escherichia coli e - E-screen um ensaio que avalia a proliferagao
celular de células MCF-7 BUS (cancer de mama). B. verbascifolia e B. correifolia
foram consideradas ndo mutagénicas, enquanto B. coccolobifolia e B. ligustrifolia

foram mutagénicas. B. verbascifolia e B. correifolia foram consideradas como forte



antimutagénicas contra os mutagenos 4-nitro-o-fenilenodiamina (NPD), aflatoxina B
(AFB4) e Dbenzo(a)pireno (B[a]P), enquanto nao apresentaram potencial
antimutagénico para mitomicina C (MMC). No ensaio RYA, B. verbascifolia e B.
coccolobifolia foram consideradas como nao estrogénicas enquanto B. correifolia e
B. ligustrifolia apresentam um baixo potencial estrogénico quando comparados ao
17B-estradiol e outras plantas consideradas estrogénicas. No ensaio E-screen,

todas as amostras foram consideradas como nao estrogénicas.

Palavras-chave: antimutagenicidade, Byrsonima, estrogenicidade, mutagenicidade,
E-screen, RYA e Teste de AMES.



Abstract

The Brazilian cerrado contain several native plants used in folk medicine for treating
many diseases. Plants of the genus Byrsonima are one of them. There are several
reports of its use: the treatment of fungal and bacterial infections, chronic wounds,
Chagas disease, tuberculosis, as a diuretic and antiemetic. In literature there is
evidence for activities: antioxidant, antiprotozoal, depressing CNS, antihiperglicemic
and antihiperlipemic. The phytochemical profile shows tannins, flavonoids,
triterpenes, aromatic esters and others, which indicates the pharmacological
potential of this genus. It is known that the use of non-standard plant can be harmful
to users due to unknown properties or for containing environmental contaminants.
Although there are several studies about the biological potential of plants of this
genus, widely used in folk medicine, there are few studies about their safety. For this
reason, the aim of this study was to investigate the mutagenic, antimutagenic and
estrogenic activities of standardized ethanolic extracts (70%) of leaves of four
species: Byrsonima verbascifolia, Byrsonima correifolia, Byrsonima coccolobifolia
and Byrsonima ligustrifolia. Mutagenic acivity was evaluated by Ames Test,
performed according to preincubation assay, in absence and presence of metabolic
activation system (S9). TA98, TA97a, TA100 and TA102 strains were used and five
concentrations of each sample, in triplicates, were tested. For antimutagenicity assay
were used only the samples negative in Ames Test (B. verbascifolia and B.
correifolia), with the difference that samples were associated a known mutagenic
agent The estrogenic activity was evaluated by two assays: -The Recombinant
Yeast Assay (RYA) uses the yeast Saccharomyces cerevisiae (BY4741
strain)genetically modified, containing a gene for human estrogen receptor and a
plasmid which expresses the B-galactosidase enzyme of Escherichia coli and - E-
screen, a test that evaluates the proliferation on MCF-7-BUS cells (breast cancer). B.
verbascifolia and B. correifolia were considered as non mutagenic, meanwhile B.
coccolobifolia and B. ligustrifolia were considered as mutagenic. B. verbascifolia and
B. correifolia were considered as strong antimutagenic against 4-nitro-o-

phenylenediamine (NPD), aflatoxin B1 (AFB1) and benzo[a]pyrene (B[a]P), however



didn't demonstrate antimutagenic potential for mitomycin C (MMC). In RYA, B.
verbascifolia and B.coccolobifolia were considered as non estrogenic, while B.
correifolia and B. ligustrifolia showed a low estrogenic potential when compared to
17B-estradiol and another plants considered as estrogenic. In E-screen, all samples

were considered as non estrogenic.

Key words: antimutagenicty, Byrsonima, estrogenicty, mutagenicity, E-Screen, RYA

and AmesTest.
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1. Introdugao
1.1. Importancia do estudo de plantas medicinais

O conhecimento sobre plantas medicinais acompanha a histéria de evolugao do
conhecimento humano desde as civilizagbes mais antigas até os dias de hoje. O
homem primitivo, sem recursos, descobriu por instinto, sorte e observagdo como
curar suas doengas e feridas. A histéria do uso terapéutico de drogas naturais ja

dura milénios, assim como a histéria da medicina (DE PASQUALE,1984).

O uso de plantas medicinais na medicina popular é baseado em um
conhecimento empirico adquirido por séculos em diferentes grupos étnicos. A idéia
de se tratar e prevenir doengcas com plantas e/ ou suas partes, preparadas de
diversas maneiras, é antiga. E baseada na experiéncia diaria que foi passada de
geracao em geracao e, hoje, constitui a base da medicina moderna (MENDANHA et
al., 2010).

Devido a Revolugdo Industrial e o desenvolvimento da Quimica Organica,
preferiu-se realizar os tratamentos farmacolégicos com drogas sintéticas. Isto
ocorreu devido a facilidade em sintetizar grandes quantidades, a facilidade em
modificagbes estruturais que melhoram a atividade farmacolégica podendo tornar a
droga mais segura e também devido ao poder econdmico da industria farmacéutica
(RATES, 2001).

Nos dias de hoje, com a diminuigdo do surgimento de novos farmacos, voltou-se
para a natureza com outros olhos, buscando novas formas terapéuticas, e os
resultados tém sido notaveis. O estudo de farmacos antigamente utilizados, que
estavam em desuso, causou uma redescoberta de agentes terapéuticos utilizados
ha milénios (DE PASQUALE,1984).

Nos ultimos anos, aumentou-se a popularidade da idéia de que medicamentos a
base de plantas e produtos naturais sdo mais seguros do que os medicamentos
sintéticos, gerando um crescimento no consumo de fitofarmacos (SILVA et al.,

2008). E a idéia velha de que “o que é natural ndo faz mal’.
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Outro ponto relevante é que muitas vezes, a medicina popular € o unico acesso
para muitas populagdes tratarem suas doengas (RATES, 2001). Desta forma, mais
do que um habito e mais do que uma crenga, grande parte da populagéo brasileira
nao tem condicdes financeiras para adquirir medicamentos alopaticos, e o uso de

plantas acaba sendo a unica forma de tratar suas doengas.

Cerca de 25% dos medicamentos prescritos em todo o mundo séo provenientes
de plantas. Dos 252 considerados essenciais pela Organizagao Mundial de Saude
(OMS), 11% séao exclusivamente de origem vegetal. Além disso, ha um numero
significativo de drogas sintéticas obtidas a partir de precursores naturais (RATES,
2001).

No Brasil, em 2008, foi criada a Portaria Interministerial n° 2960, que aprova o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e cria o comité Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Este Programa visa “garantir a populacao
brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional’, e pretende aumentar o niumero de fitoterapicos
oferecidos pelo Sistema Unico de Saude(SUS) (Portal da Saude, 2009).

Em 2012, o Ministério da Saude investiu 6,7 milhdes no Programa, repassando o
valor para 12 municipios, apoiando o projeto Arranjos Produtivos Locais de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos no SUS. “O montante visa o investimento na aquisi¢ao de
equipamentos e materiais, contratacdo de pessoal e qualificagcdo técnica para
promover a interagdo e a cooperagao entre os agentes produtivos, o
desenvolvimento de toda a cadeia produtiva, a producao e a distribuicido de plantas

medicinais e fitoterapicos no SUS” (Portal da Saude, 2012).

Portanto, o estudo com plantas medicinais utilizadas tradicionalmente € valioso
em dois pontos distintos: em primeiro lugar, como fonte de potenciais novas drogas
quimioterapicas (agentes quimicos produzidos por sintese quimica, ou seja, nao
possuem origem natural); em segundo lugar, como medida de seguranca para a

populacdo que faz uso continuo uma vez que nao conhecendo o perfil fitoquimico, a
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planta pode possuir agentes toxicos. As plantas e os microorganismos séo as fontes
mais importantes para a industria em relacao a pesquisa de novos de medicamentos
(BOUHLEL et al., 2007).

O estudo com plantas possibilita ndo s6 a confirmagcdao de muitas atividades
terapéuticas descritas por antepassados, mas também a descoberta de novas
moléculas com atividades ainda desconhecidas. Hoje, pode-se dizer que as plantas

sdo uma fonte inesgotavel de agentes terapéuticos.
1.2.Sobre o género Byrsonima

O cerrado brasileiro € uma das regides mais diversificadas existentes, que
contém inumeras plantas nativas utilizadas no tratamento popular de varias
enfermidades (ALMEIDA, 1998).

A familia Malpighiaceae apreende 63 géneros, abrangendo em média 800
especies pantropicais, sendo que o Brasil apresenta em média 32 géneros, com 300

espécies distribuidas por diversas regides (BARROSO, 1984).

O género Byrsonima, pertencente a familia Malpighiaceae, possui
aproximadamente 150 espécies, amplamente distribuidas pelo Brasil e
popularmente utilizadas para tratamento de problemas gastrointestinais. Muitos
estudos confirmam diversas atividades biolégicas deste género, incluindo acéao
antioxidante, antibacteriana, antifungica e antiprotozoarios (GUILHON-SIMPLICIO
&PEREIRA, 2011).

No geral, as espécies de Byrsonima sido arboreas e s&o popularmente
conhecidas como “murici” e “fruta de jacu” (SANDER et al., 1978; SOUZA, 1980).
Algumas produzem frutos comestiveis e sao até cultivadas pela populagéo rural em

pomares, como € o caso de Byrsonima verbascifolia (LORENZI, 1998).

O extrato etandlico de folhas de B. verbascifolia apresentou uma forte atividade
in vitro contra rotavirus, virus comumente relacionado a diarréia grave em criangas e

neonatos. Os resultados com seu extrato sugerem inibicdo de replicagdo viral do
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rotavirus. O extrato etandlico de folhas de Byrsonima coccolobifolia também

apresentou atividade, embora ndo significante (CECILIO et al., 2012).

O extrato aquoso (infusdo) das cascas do caule de Byrsonima japurensis,
conhecida popularmente como “saratudo”, apresentou atividades antiinflamatérias,
gastroprotetoras e anti-hiperalgésica in vivo, também apresentou atividades
antioxidantes e antiplaquetarias in vitro, o que sugere ter menos efeitos colaterais
quando comparados ao uso de antiinflamatorios nao-esteroidais (GUILHON-
SIMPLICIO et al., 2012).

A espécie Byrsonima myricifolia possui frutos ricos em minerais, e muitos destes
elementos sao essenciais aos processos bioquimicos, dos quais 13 sao destacados:
Na, Mg, Al, P, Ca, V, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Pb e K (VALLILO et al., 2007).

Resultados de experimentos recentes sugerem que o extrato etandlico de folhas
de Byrsonima sericea é gastroprotetora por diversos mecanismos (RODRIGUES, et
al., 2012).

As folhas de B.verbascifolia sao amplamente utilizadas no tratamento de diarréia
e infecgdes intestinais, e também para prote¢cdo da mucosa intestinal. As raizes sao
recomendadas para feridas crbénicas, doenga de Chagas, para infecgbes da
cavidade oral e do trato genital feminino (PANIZZA, 1998).

O extrato metandlico de folhas de Byrsonima crassa pode ser considerado uma
fonte potencial de antioxidantes naturais utilizada no tratamento de Ulceras,
atenuando os danos causados por espécies reativas de oxigénio na mucosa gastrica
e possui efeito gastroprotetor contra danos causados por HCL (acido cloridrico) e
etanol em mucosas de ratos (BONACORSI et al., 2012).

Em relagdo a Byrsonima crassifolia, o extrato metandlico de folhas e cascas,
demonstrou ser fonte de compostos antioxidantes (SILVA et al., 2007), o extrato
etandlico de folhas demonstrou atividade anti Trypanosoma cruzi (BERGER et al.,
1998) e o extrato aquoso de folhas e cascas apresentou efeito depressor no sistema
nervoso central (SNC) (MORALES et al., 2001). Além disso, os extratos hexanico e
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cloroférmico de frutos e sementes apresentaram propriedades antihiperglicémicas,
antihiperlipémica e antiglicagdo em ratos diabéticos (PEREZ-GUTIERREZ et al.,
2010).

O extrato aquoso de folhas de Byrsonima intermedia é usado tradicionalmente
para o tratamento de febre, infecgdes fungicas e bacterianas, assim como doencgas
da pele e gastrointestinais (NOGUEIRA et al., 2007; AGRA et al., 2008). Além disso,
demonstrou capacidade de reducao da inflamagao (MOREIRA et al., 2011).

Outras espécies de Byrsonima sao utilizadas como antipiréticas, para infecgbes
da pele e contra a asma (CACERES et al., 1993).

Embora na literatura haja relatos de diversos usos populares diferentes para
plantas do género Byrsonima, seu uso popular principal € para problemas do trato

intestinal.

A analise quimica de espécies de Byrsonima demonstrou presenca de taninos,
flavondides, terpenos, catequinas entre outros (CARDOSO et al., 2006;
SANNOMIYA et al.,, 2005a), o que demonstra a variedade fitoquimica e potencial

farmacoldgico das espécies.
1.3. Importancia da avaliacao de atividade mutagénica

A idéia de que “o ‘natural’ ndo faz mal” ja esta ultrapassada na ciéncia e no meio
académico, no entanto, a populacdo mais carente ainda acredita nela. Esta crenca,
aliada ao n&o conhecimento real biolégico das plantas, pode torna-las um perigo
para a populagdo que faz uso delas como fonte de cuidados basicos a saude, um

meio alternativo ao uso de medicamentos.

Sem o conhecimento exato do perfil fitoquimico e das atividades farmacologicas
reais de uma determinada espécie, as plantas podem se tornar danosas a quem as

utiliza. Além disso, em quantidades ndo controladas, os ativos podem ser toxicos.

Mutacdes sao alteracdes permanentes na sequéncia de nucleotideos do DNA e,

ao acumular mutagdes, um gene de divisdo celular pode ser afetado, podendo
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originar um cancer (NELSON & COX, 2011). Por esta raz&o, é de interesse avaliar o

potencial mutagénico de um extrato.

Segundo dados da OMS, o cancer € uma das principais causas de morte no
mundo e foi responsavel por aproximadamente 13% de todas as mortes em 2008
sendo que cerca de 70% ocorreram em paises de baixa e média renda (WHO,
2013).

O teste empregado para avaliagado da atividade mutagénica das amostras foi o
teste de Ames com Salmonella typhimurium (MARON & AMES,1983) que utiliza
cepas com mutagdes nos genes operon da histidina, tornando-as histidina
dependentes. Cada cepa possui uma mutacido distinta, de modo que todas elas
sejam auxotroficas para histidina. Estas mutagbes agem como alvo para novas
mutacgdes, que podem restaurar a fungdo de um gene, revertendo a situagéo de
dependéncia de histidina. Em um meio minimo, apenas as cepas que conseguem
reverter a situagcao “histidina-dependente” crescem. Na presenga de um mutageno, o
namero de col6nias revertentes aumenta. Assim, as células que sofrem novas

mutacdes sdo denominadas revertentes.

Além da mutacdo de histidina, as cepas contém outras mutagcdes que
aumentam a capacidade em detectar mutagenos. A mutagao rfa causa perda parcial
na membrana de lipopolissacarideo, aumentando a permeabilidade para moléculas
grandes que nao penetrariam normalmente na membrana. Esta mutagdo pode ser
confirmada pelo teste de sensibilidade ao cristal violeta. A mutacdo uvrB é uma
delecdo em um gene que codifica o sistema de reparo por excisdo de acido
desoxiribonucléico (DNA), aumentando a sensibilidade na detec¢édo de mutagenos.
Esta delegcédo estendeu-se até o gene de sintese de biotina, consequentemente, as
bactérias necessitam de biotina para sobreviver. TA102 ndo contém esta mutagéao.
Pode-se confirmar esta mutagao pela sensibilidade a luz Ultra Violeta (UV) (MARON
& AMES, 1983).

Todas as cepas possuem o plasmideo Fator R, ou pKM101, que aumenta a

mutagénese quimica e espontanea por otimizar o sistema de reparo “error prone”.
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Este plasmideo contém gene de resisténcia a ampicilina. Pode-se confirmar pela
resisténcia a ampicilina (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

A cepa TA102 possui o plasmideo pAQ1, que carrega mutacdo no gene
hisG428 e gene resisténcia a tetraciclina. Este plasmideo aumenta o niumero de
sitios alvos e pode ser confirmado pela resisténcia a tetraciclina. As linhagens TA98
e TA97a detectam mutacbes do tipo frameshift, TA100 detecta substituicdes de
pares de bases e TA102 detecta eficientemente varios mutagenos, como
formaldeido, hidroperdxidos, bleomicina e mitomicina C, que sao dificiimente
detectados nas outras cepas (MARON & AMES, 1983).

Qualea parviflora, planta medicinal usada popularmente como anti-séptica e
antiinflamatodria, foi avaliada pelo Teste de Ames e ndo foi considerada como

mutagénica, o que contribui para a seguranca de seu uso (MAZZOLIN et al., 2010).

Qualea multiflora e Qualea grandiforma, plantas medicinais utilizadas para
tratar problemas gastrointestinais e como antiinflamatorios, exibiram atividade
mutagénica quando avaliadas pelo Teste de Ames (SANTOS et al., 2011). Este fato
demonstra que algumas espécies, dentro de um mesmo género, podem ser seguras

para o uso, enquanto outras nao.

Dipteryx alata, pertencente a familia das leguminosas, possui propriedades
medicinais, e seu extrato ndo foi considerado mutagénico quando submetido ao
teste de Ames (ESTEVES-PEDRO, et al., 2012).

Chen et al., (2013), em seu estudo com Lignosus rhinocerotis, um cogumelo
utilizado na medicina tradicional contra febre, asma e cancer, avaliaram sua
mutagenicidade através do Teste de Ames e constataram que ndo houve
mutagenicidade para nenhuma das cinco linhagens avaliadas, nem na presenga e

nem na auséncia de sistema de ativacado metabdlica (fragdo S9).

Parella et al., (2013), avaliaram amostras do Rio Volturno (Italia) através do
Teste de Ames, com apenas duas linhagens, e detectaram que trés das cinco

amostras avaliadas causaram aumento significativo do niumero de revertentes.
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Estudos recentes realizados pelo nosso grupo demonstraram que B. crassa e B.
intermedia apresentam atividade mutagénica quando avaliadas pelo teste de Ames,
que detecta mutagdes de ponto (CARDOSO et al., 2006; SANNOMIYA et al., 2007).

Tais dados demonstram a importancia do Teste de Ames, ndo s6 assegurando o
uso seguro de plantas medicinais, como demonstrando o risco do uso sem uma
avaliacdo detalhada. Além disso, também demonstram o risco de amostras

ambientais presentes no nosso dia-a-dia.
1.4. Importancia da avaliagao de atividade antimutagénica

No nosso dia-a-dia, entramos em contato com diversos compostos com potencial
mutagénico. Estes compostos estdo presentes tanto no ar, contaminado com
poluentes de industria e transito, como nos cosméticos que utilizamos e até mesmo
em grande parte dos alimentos industrializados, tdo consumidos nos dias de hoje.
Desta forma, € interessante identificar compostos que possivelmente diminuam

estes efeitos.

Como por exemplo, pode-se citar os antioxidantes naturais, que podem,
isoladamente ou em combinacdo com a dieta, fornecer beneficios para a
quimioprevencgao (SAEIDNIA & ABDOLLAHI, 2013).

Os chas, que sao as bebidas mais amplamente consumidas no mundo depois da
agua, possuem polifendis (catequinas), que reduziram o risco de varias doengas,
como o cancer. A curcuma, especiaria indiana cujo principal ativo é a curcumina,
esta associada a prevengao do cancer e a outros beneficios a saude. Ela modula a
expressao de miRNA em células cancerigenas. A genisteina, ativo presente na soja,
exerce seus efeitos preventivos de cancer através de varias vias diferentes. O
resveratrol, polifenol encontrado no vinho tinto e algumas frutas, possui
propriedades antioxidantes e antiinflamatorias, e possui efeitos benéficos em

doencas cardiovasculares e cancer (THAKUR et al., 2013).
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Ou, por exemplo, extratos hexanico e de etil acetato de Holoptelea integrifolia
que demonstraram efeito significante citotoxico em células de cancer de préstata e
mama (GUO et al., 2013).

Ha um aumento nas evidéncias de que as mutacdes nao estdo envolvidas
somente no processo de carcinogénese, mas que também desempenham um papel
na patogénese de doencas degenerativas crénicas, como aterosclerose e doengas

cardiacas, que sao as principais causas de morte dos humanos (DE FLORA, 1998).

O cancer geralmente se inicia ap6s uma mutacdo em uma Uunica célula, que
origina progressivas transformacgdes e aquisigdes de mutagdes adicionais. Dessa
forma, a inibicdo destas mutagdes seria uma medida eficiente na prevencao (LOH et
al., 2009).

A prevencdo de doencgas relacionadas a mutagcdes pode ocorrer tanto evitando a
exposicao aos mutagenos reconhecidos, como favorecendo os mecanismos de
defesa fisioldgicos, através da ingestao de fatores de protecéo. Depois de avaliada a
mutagenicidade de um extrato, se negativo, pode-se avaliar a antimutagenicidade,
para identificar possiveis substancias quimiopreventivas. Esta abordagem ¢é
conhecida como quimioprevengao e sua aplicacao envolve uma analise de eficacia,

seguranca e de risco-beneficio dos agentes protetores (DE FLORA, 1998).

Ainda, segundo Namasivayam (2011), a quimioprevengao pode ser definida
como prevengao, inibicdo ou reversao da carcinogénese, por administragdo de uma
ou mais entidades quimicas, sendo elas drogas individuais ou como constituintes de
ocorréncia natural da dieta. Estas drogas podem ser naturais ou sintéticas. Ha dois
mecanismos principais envolvidos na quimioprevengdo: antimutagénese e

antiproliferacao.

A antimutagénese inclui a inibicdo de absorcdo e ativagdo de substancias
cancerigenas, a detoxificagdo de carcindgenos, o bloqueio da ligagao carcinégeno-
DNA e a otimizagao de reparo do DNA. J& o mecanismo anti-proliferativo (ou anti-

progressao) envolve, por exemplo, a modulacdo de atividade de fatores de



28

crescimentos e hormdnios, modificagcdes em transducdo de sinal, inibicao de
atividades de oncogenes, promogdo de diferenciagdo celular, modulagdo do
metabolismo do acido araquidénico e aumento da apoptose (NAMASIVAYAM,
2011).

A Figura 1 mostra uma visdo geral dos mecanismos diretos e indiretos pelos

quais os agentes genotdxicos atuam na carcinogénese.

Genotéxicos Qutros
Diretos Indiretos
Lesdes Enzimas de reparo de DNA Metilacdo
* Aductos Fuso mitético Mitogenos
® Quebras
* Danos Ciclo celular Citotoxicidade
l Apoptose

Mutacées / l /
¢  Cromossomo

e Genoma l
A

* Gene Proliferagdo celular

=%

Carcinogénese

Figura 1- Visdo geral dos mecanismos diretos e indiretos de agentes genotdxicos
(KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

Prieto et al. (2013), em seu estudo com Casearia sylvestris, planta utilizada
popularmente devido suas atividades antiinflamatérias e antiulcerativas,
demonstraram que este extrato pode ser considerado como forte antimutagénico
contra a aflatoxina B4 [AFB1] e possui atividade antimutagénica moderada frente a
mitomicina C (MMC).
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Em um estudo de Kumar et al. (2013), foi demonstrado que plumbagina e
juglona, dois compostos similares as naftoquinonas, foram capazes de diminuir em
até 87% o numero de revertentes causados por etilmetanosulfonato na linhagem
TA100 de S. typhimurium.

Baccharis dracunculifolia, planta conhecida no Brasil como “Alecrim-do-campo’é
usada na medicina alternativa para o tratamento da inflamagao, desordens hepatcas
e Ulceras estomacais. Apresentou atividade antimutagénica e efeito protetor devido
ao sinergismo entre combinacdo de compostos fitoquimicos (RESENDE et al.,
2012).

Resultados do nosso grupo mostram que extratos de Byrsonima basiloba
apresentaram atividade anti-mutagénica frente aos mutagenos 4-nitro-o-
fenilenodiamina (NPD), AFB4, benzo(a)pireno (B[a]P) e perdoxido de hidrogénio
(LIRA et al., 2008). Isto mostra o potencial das plantas do género Byrsonima em

interagir com mutagenos diretos e indiretos, reduzindo seus efeitos.

Assim como mencionado na importancia da avaliacdo da atividade mutagénica,
tais dados reforcam a importancia do Teste de AMES para avaliar plantas de uso
popular e compostos quimicos. Além disso, o teste pode ser util para identificagao

de possiveis compostos quimiopreventivos.
1.5. Importéncia da avaliacao de atividade estrogénica

Desreguladores enddécrinos sdo compostos quimicos que podem colocar em
risco o equilibrio de hormdnios esterdides no organismo. Estes compostos
produzem seus efeitos mimetizando, antagonizando ou alterando os niveis de
esterdides enddégenos (andrégenos ou estradiol), através de mudangas nas suas
taxas de sintese ou metabolismo e/ou expressao ou agao nos receptores (FRYE et
al., 2012).

Os desreguladores endécrinos que mimetizam o estradiol (hormdnio femininos)
sao especialmente relevantes, tanto em termos ambientais como de saude publica
(GARCIA-REYERO et al., 2007).
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Muitas mulheres costumam usar produtos de soja, ervas e outras terapias
complementares e alternativas (‘complementary and alternative medicine’- CAM)
para seus sintomas de menopausa. A principal razdo para o uso desses é 0 receio
dos efeitos adversos e possiveis riscos a longo prazo da terapia de reposi¢cao
hormonal, pois ha uma promogédo do uso desses produtos como mais seguros. A
elevada popularidade de CAM se deve a uma série de questdes relacionadas a

seguranga, eficacia e custo-efetividade (POSADZKI et al., 2013).

O papel dos fitoestrégenos e do seu possivel efeito protetor em disturbios
relacionados a horménios e doengas como osteoporose, cancer de prostata e
mama, complicagcdes cardiovasculares e sindrome da pdés-menopausa tem sido
amplamente estudado (MICHEL et al., 2013).

Os fitoestrégenos podem ser definidos como compostos naturais néo esteroidais,
geralmente constituintes de plantas ou seus metabdlitos, que induzem respostas
biolégicas em mamiferos, mimetizando ou modulando a agdo de estrogenos
endogenos (MICHEL et al., 2013).

A definicdo classica de fitoestrogenos refere-se a compostos que exercem
efeitos estrogénicos sobre o SNC, estimulando o crescimento do trato genital de
fémeas. No entanto, o termo pode ser utilizado num sentido mais amplo, referindo-
se a produtos com efeito sugestivos de estrogenicidade, como por exemplo, a
ligacdo ao receptor de estrogénio. Sdo divididos em trés classes principalmente:
isoflavonas, cumestanos e lignanas. Todos sdo compostos difendlicos com
estruturas semelhantes aos estrogenos naturais e sintéticos e aos antiestrégenos
(KURZER & XU, 1997).

Alguns estudos com fitoestrogénios demonstraram a atuagdo dos mesmos em
lipoproteinas (DEWELL et al., 2002) e no tratamento de doengas cardiovasculares
(ALBERTAZZI & PURDIE, 2008).
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Acreditam-se amplamente nas acgbes preventivas e terapéuticas dos
fitoestrogénios em relagdo a aterosclerose, carcinogénese e osteoporose
(PATISAUL & JEFFERSON, 2010).

Mulheres na menopausa possuem risco aumentado para doenca arterial
coronariana e este aumento ocorre devido a mudancas no metabolismo de
lipoproteinas, justificado pela perda de secre¢cao enddgena de estrogenos. Também
ha aumento das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e diminuigdo de
lipoproteinas de alta densidade (HDL). Evidéncias na literatura sugerem que o
consumo de fitoestrégenos, devido a sua similaridade quimica ao estrogeno

endogeno, é responsavel por diminuir estes fatores de risco (DEWELL et al., 2002).

Embora a estrutura quimica dos fitoestrogenos seja semelhante a dos horménios
esteroidais, seus efeitos s&o estimados em serem milhares de vezes mais fracos
que os do 17B-estradiol. Dependendo da concentragao, os fitoestrégenos podem
competir com o estradiol pela ligacdo ao receptor e também podem inibir enzimas,
como a proteina quinase e tirosina quinase, contribuindo para os efeitos clinicos,
entre eles, o efeito anti-proliferativo. Podem agir como agonistas e antagonistas de
estrogeno (ALBERTAZZI &PURDIE, 2008).

Embora numerosos estudos clinicos e epidemioldgicos ja tenham avaliado a
relacdo entre o consumo de fitoestrogenos e evolugdo das doengas humanas, os
resultados ainda ndo s&o claros quanto a possibilidade de estes compostos terem
potencial terapéutico (PATISAUL & JEFFERSON, 2010).

Um dos ensaios que permite identificar substancias interferentes na agdo dos
enddcrinos no organismo € o Recombinant Yeast Assay (RYA), que utiliza leveduras
recombinantes. Este ensaio utiliza uma levedura Saccharomyces cerevisiae
geneticamente modificada que contém um gene que codifica receptor de estrégenos
humanos e um plasmideo que codifica a enzima [3-galactosidase de Escherichia coli.
Na presenga de um composto com atividade estrogénica, ele se liga ao receptor e a
enzima B-galactosidase é produzida. Adiciona-se um substrato para esta enzima 4-

metilumbeliferona -B-D galactopiranosideo (MUGAL) e € possivel analisar o
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resultado através de fluorescéncia. Os resultados sao expressos em equivalentes de
estradiol (GARCIA-REYERO et al., 2001).

Outro ensaio que permite avaliar o potencial estrogénico é o E-screen. Este é um
ensaio proliferativo que avalia estrogenicidade pela indugédo do aumento de células
de cancer de mama MCF-7 e é reconhecido como equivalente biolégico para o
aumento da atividade mitética no endométrio de roedores (um dos métodos
utilizados em animais para determinar se um composto é estrogénico). Assim, o E-
screen foi desenvolvido baseando-se no fato que o soro humano inibe a proliferagao
de células sensiveis a estrogenos e que estrégenos que induzem a proliferacao
celular anulam este efeito inibitério. Assim, esterdides nao estrogénicos e fatores de
crescimento ndo anulam a inibicdo proliferativa do soro de mamiferos. E um teste
quantitativo, que compara o crescimento celular entre células de MCF-7 na auséncia
de estrégenos (controle negativo), tratadas com 17 B-estradiol (controle positivo) e
diversas concentragdes da amostra suspeita a ter atividade estrogénica (SOTO et
al., 1995).
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a mutagenicidade, antimutagenicidade
e estrogenicidade dos extratos etandlicos padronizados (70%) de quatro espécies
do género Byrsonima: B. verbascifolia, B. coccolobifolia, B. correifolia e B.

ligustrifolia.

2.2. Objetivos especificos

-Avaliar a mutagenicidade, através do Teste de Ames, dos extratos etandlicos
padronizados de B. verbascifolia, B. coccolobifolia, B. correifolia e B. ligustrifolia
empregando as linhagens TA100, TA98, TA97a e TA102 de S. typhimurium.

-Avaliar a antimutagenicidade, através do Teste de Ames, apenas para as amostras
consideradas negativas para mutagenicidade, (B. verbascifolia, B. correifolia) nas
linhagens TA100, TA98 e TA102 de S. typhimurium.

-Avaliar a estrogenicidade, através do teste RYA, dos extratos etandlicos

padronizados de B. verbascifolia, B.coccolobifolia, B. correifolia e B. ligustrifolia.

-Avaliar a estrogenicidade através do ensaio de proliferagdo celular E-screen dos
extratos etandlicos pradonizados de B. verbascifolia, B.coccolobifolia, B. correifolia e

B. ligustrifolia
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3. Materiais e Métodos
3.1. Obtencao dos extratos

Os extratos padronizados foram obtidos no Instituto de Quimica da UNESP,

campus Araraquara-SP, sob a coordenacgao do Prof. Dr. Wagner Vilegas.
3.1.1 Coleta, caracterizagao e preparo do material vegetal

As folhas de B. verbascifolia foram coletadas no municipio de Porto Nacional —
TO (10°09'41" S e 48° 14' 11"W). A identificagdo foi feita pelo Dr. Eduardo Ribeiro
dos Santos e catalogadas com exsicata n°. 481 e devidamente depositadas no

Herbario da Universidade Federal do Tocantins.

As folhas das espécies e B. ligustrifolia foram coletadas no municipio de
Pratania-SP (22°15' 54" S e 47°47' 49" W) em janeiro de 2006 pelo Dr. Luiz
Fernando R. de Almeida e autenticadas por José Clemente Campos do Instituito de
Biociéncias da UNESP Botucatu (SP) e foram catalogadas na exsicata de numero
24164.

A espécie B. coccolobifolia foi coletada no municipio de lItirapina-SP, na
localidade de Cerrado de Grauna (22°15' 54" S e 47°47' 49" W), sendo a
identificacao realizada pelo Prof. Dr. Jorge Tamashiro (IB-UNICAMP), e exsicatas
foram depositadas no herbario da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

sob o numero 1397.

As folhas de B. correfolia foram coletadas por José de Sousa Lima Neto, no
municipio de José de Freitas (Pl), Eco Resort Nazareth (latitude 04°48 4,8” S e
longitude 42°37°59,1” W) sendo sua exsicata depositada o herbario Graziella

Barroso da Universidade Federal do Piaui com o nimero 27151.

As folhas foram separadas de outras partes aéreas das plantas, secas em

estufa a 40° C até que as mesmas apresentassem massa constante. Posteriormente
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foram trituradas em moinho de facas e armazenadas em ambiente ao abrigo da luz

e com climatizacao adequada para uso futuro.
3.1.2 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos, foi utilizado como solvente extrator Etanol/ Agua
(7:3 vi/v) e percolador de ago inox (20 L) conforme Farmacopéia Brasileira (Brasil,
2010). Os pos das folhas das espécies de Byrsonima foram previamente
intumescidos por 2 horas antes do empacotamento no percolador, com a proporgao
solvente : p6 vegetal correspondia de 5:1. A percolagao deu-se em fluxo moderado
de 2 mL/min/Kg.

O solvente do extrato foi eliminado em rotaevaporador modelo Laborota 4001 —
efficient, marca Heidolph®, equipado com bomba de pressdao reduzida modelo
Rotavac valve control Heidolph®. O residuo de agua do extrato foi eliminado com
uso de liofilizador da marca Savant Instruments INC., modelo Micro Modulo. O

extrato seco foi triturado no graal e armazenado em frasco ambar a 4 °C.
3.2. Avaliagao da Mutagenicidade pelo Teste de Ames

O teste empregado para avaliagdo da atividade mutagénica das amostras foi o
teste de Ames com Salmonella typhimurium (MARON &AMES,1983).

3.2.1 Linhagens

Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de S.
typhimurium gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade de Berkeley,
Califérnia, USA.

3.2.2. Controles

O controle negativo foi feito com dimetilsulféxido (DMSO), solvente das
amostras. Os controles positivos, para os ensaios sem ativacao metabdlica foram
NPD para as linhagens TA98 e TA97a, azida sddica (AZS) para a linhagem TA100 e

MMC para a linhagem TA102. Para os ensaios com ativacdo metabodlica foram
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usados o 2-aminoantraceno (2-AA) para as linhagens TA98, TA100 e TA97a e 2-

aminofluoreno (2-AF) para a linhagem TA102.
3.2.3. Realizag¢ao do Ensaio

A metodologia utilizada foi a de pré-incubagéo, onde adicionou-se 100 uL de
cultura de bactérias de concentracdo 1-2x10° células/mL (realizada a partir de
in6culo realizado com trés alcadas de estoque de bactérias armazenadas a -80°C e
caldo nutriente, a 37°C, 160rpm/14h) em tubos de ensaio com 500 uL de tampao pH
7,4 (ou fracdo S9 nos ensaios com ativagdo metabdlica) e concentragdes dos
extratos pré-determinadas em ensaios de citotoxicidade (para determinar a maxima
concentracdo que pode ser utilizada sem ser toxica a linhagem) da amostra. O
controle negativo foi feito com 500 uL de tampao ou fragdo S9, 100 uL de DMSO e
100 yL de cultura. O controle positivo foi feito com 500 uL de tampao ou fragdo S9,
50 yL do mutageno especifico para a linhagem e 100 yL de cultura. Incubou-se a
37°C, por 20 minutos, e adicionou-se agar de superficie (Top Agar) enriquecido com
solugéo de histidina-biotina. Apds homogeneizagao em vortex, o conteudo foi vertido
em placas com agar minimo glicosilado, preparadas previamente. Incubou-se a 48h
por 37°C e contaram-se as colénias manualmente. Foram realizados testes com e
sem ativagdo metabdlica para todas as linhagens e os testes foram realizados em
triplicata, com cinco concentragdes de cada amostra. Para B. verbascifolia as
concentragbes utilizadas foram de 0,2-16,7 mg/placa; para B. correifolia 0,52-16,7
mg/placa; para B. coccolobifolia 0,52-16 mg/placa e para B. ligustrifolia 0,02-18

mg/placa.
3.2.4 Anadlise dos resultados

Os resultados foram avaliados através do programa estatistico Salanal (do
Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA), adotando o modelo de
Bernstein et al., (1982), onde os dados (revertentes/ placa) foram avaliados pela
analise de variancia (ANOVA), seguido de uma regresséo linear. A concentragéo do
composto foi expressa em unidade de massa/placa. A razdo de mutagenicidade

(RM) foi calculada para cada concentragao testada, conforme formula abaixo:
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RM= Numero de revertentes/placa da amostra teste

Numero de revertentes/placa do controle negativo

A amostra foi considerada mutagénica quando houve aumento significativo do
numero de revertentes induzidos e a RM foi maior ou igual a dois em pelo menos
uma das concentragdes testadas (MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

3.3. Avaliagao da antimutagenicidade pelo Teste de Ames

As amostras que foram negativas para o teste de mutagenicidade foram
submetidas ao teste de antimutagenicidade. O teste empregado para avaliagao da
atividade anti-mutagénica foi uma variacdo do teste de Ames com Salmonella
typhimurium (MARON & AMES,1983). A diferenca € que toda amostra testada é
incubada com um mutageno conhecido. Os resultados, entdo, expressam
porcentagem de inibicdo, ou seja, a capacidade dos compostos em inibir a acdo do

agente mutagénico conhecido.
3.3.1 Linhagens

Utilizou-se as linhagens TA98, TA100 e TA102.
3.3.2 Controles

O controle negativo foi feito com DMSO (solvente das amostras). Os controles
positivos utilizados foram: NPD (para linhagem TA98), MMC (para a linhagem
TA102), AFB4 (para a linhagem TA100) e B[a]P (para a linhagem TA98). AFB; e
B[a]P s&o mutagenos indiretos, necessitando assim, de ensaio com ativagao

metabdlica, enquanto NPD e MMC sao mutagenos diretos.
3.3.3. Ensaio de Viabilidade Celular

Antes de realizar o ensaio de antimutagenicidade foi necessario realizar o teste
de viabilidade, para avaliar o possivel efeito bactericida dos mutagenos e

associagdes. O procedimento foi 0 mesmo para o teste de Ames, onde foram
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realizados controle negativo (bactéria + DMSQO), controle esponténeo (bactéria +

tampéo) e controle de viabilidade (mutageno + amostra a ser testada + bactéria).

Para o controle de viabilidade adicionou-se em um tubo de ensaio: 800 pL de
salina 8,5%, 50 uL da substancia teste, 50 yL de mutageno e 100 pL de cultura de
bactéria, preparada como descrito no ensaio de mutagenicidade. Para o controle
negativo, adicionou-se em um tubo de ensaio 800 uL de salina 8,5%, 100 pL de
DMSO e 100 pL de cultura de bactérias. Para o controle espontaneo, adicionou-se
900 pL de salina 8,5% e 100 uyL de cultura de bactérias (Para o controle de
mutagenos indiretos, substituiu-se a salina por fragdo S9). Incubou-se a 37°C por 20
minutos. Homogeneizou-se em voértex, flambou-se e verteu-se em outro tubo de
ensaio contendo 9 mL de salina. A partir dai realizou-se diluicdes seriadas na razao
1:10 até que se atingisse a diluicdo 1x10°, conforme se visualiza na Figura 2.
Plagqueou-se em placas com Agar nutriente (previamente preparadas), em triplicata,
100 pL das ultimas trés diluicbes, de cada controle, com alga de Drigalsky, até a
secagem. Incubou-se a 37°C durante 24h. Decorrido este periodo, as colbnias
foram contadas e calculadas as unidades formadoras de colénias (UFC)/mL. O
percentual de viabilidade para cada tratamento foi comparado com o numero de
colénias do controle negativo. As respostas foram consideradas citotoxicas quando
o porcentual de sobrevivéncia da amostra foi inferior a 80% do total observado para
o controle negativo. Este teste é necessario para determinar a concentragdo a ser
utilizada no teste de antimutagenicidade evitando a obtencao de resultados falso-

positivos em decorréncia de toxicidade.
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1mlL D ﬁ lng % 1mL§ >C 1mL§ )7@

1mL 9ml salina 9mL salina 9mL salina 9mL salina 9ml salina

1 2 3 4 s
Viabilidade: 800uL salina+ Ta0- Ao - 1t el

50ul amostra+ 50uL
mutdgeno+100ul cultura

Controle negativo-: 800uL
salina+ 100ul DMSO +
100uL cultura

Plaquear 100uL em triplicata

Espontdneo: 900ul salina+
100ul cultura

Figura 2. Esquema sobre diluigdes seriadas do teste de Viabilidade celular.

3.3.4 Realizagdo do Ensaio

Adicionou-se 100 pL de cultura de bactérias de concentragdo 1-2x10° células/
mL em tubos de ensaio com 500 uL de tampao pH 7,4 (ou fragdo S9 nos ensaios
com ativagao metabdlica) e 50 uL de concentragdes pré-determinadas em ensaios
de citotoxicidade da amostra associada a 50 yL do mutageno. O controle negativo
foi feito com 500 uL de tampéo ou fracdo S9, 100 uL de DMSO e 100 pL de cultura.
O controle positivo foi feito com 500 pL de tampao ou fragao S9, 50 uL do mutageno
especifico para a linhagem e 100 pL de cultura. Incubou-se a 37°C, por 20 minutos,
e adicionou-se agar de superficie (Top Agar) enriquecido com solugao de histidina-
biotina. Apés homogeneizacdo em vortex, o conteudo foi vertido em placas com
agar minimo glicosilado, preparadas previamente. Incubou-se a 48h por 37°C e

contaram-se as col6énias manualmente. Os testes foram realizados em triplicata,
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com cinco concentragcdes de cada amostra. Para B. verbascifolia, as concentragdes

utilizadas variaram de 0,0125-2 mg/placa e para B. correifolia 0,0078- 4 mg/placa.
3.3.5. Analise dos resultados

Os resultados dos ensaios de antimutagenicidade foram expressos em
porcentagem de inibicdo, ou seja, a capacidade dos extratos para inibir a agdo do
agente mutagénico conhecido. O calculo da porcentagem da inibicdo da
mutagenicidade foi realizado de acordo com Loh et al. (2009) onde o percentual de
inibicdo = 100 — [(T/M) x 100], em que T é a média do numero de revertentes/placa
das placas contendo mutageno e substancia teste, e M é a média do numero de

revertentes/placa das placas contendo apenas o mutageno.

Considerou-se auséncia de efeito antimutagénico quando o porcentual de
inibicao foi inferior a 25%; efeito moderado quando o porcentual de inibicdo estava
entre 25% e 40% e, como forte antimutagenicidade quando o porcentual de inibigao
foi superior a 40% (NEIGI et al., 2003; LIRA et al., 2008).

Os resultados também foram analisados pelo software estatistico GraphPad
Prism 5. Os dados (revertestes/placa) foram avaliados por analise da variancia

(One-way ANOVA), seguido por Tukey.
3.4. Avaliagao da estrogenicidade pelo Teste RYA

O RYA foi realizado como descrito em Garcia-Reyero et al., (2007).
3.4.1. Linhagem utilizada

A linhagem utilizada foi BY4741, obtida da EUROSCARF, Alemanha e

gentilmente cedida pelo Dr. Benjamin Pifia, do CSIC, Barcelona, Espanha.
3.4.2 Controles utilizados

Como controle negativo utilizou-se DMSO (solvente da amostra) a 10%. O

controle positivo utilizado foi 17-B-estradiol na concentragéo final de 10 nM e o
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controle de citotoxicidade foi realizado com a associacdo da amostra utilizada e 17-

B-estradiol.
3.4.3 Realizacao do ensaio

A levedura BY4741 transformada, depois de descongelada do estoque, foi
repicada em placa com meio minimo e incubada a 30°C, por 2-3 dias. A seguir, apés
isolamento, uma colénia de levedura foi colocada em 3 mL de meio rico Yeast
Nitrogen Base (YPD), overnight, a 30°C e 120 rpm. Inoculou-se, entdo, 10 pyL da
cultura anterior em 30 mL de meio minimo, o qual foi incubado a 30°C até atingir

densidade 6tica (D.Ogoonm) igual a 0,1 (aproximadamente 14 horas).

As amostras foram dissolvidas em DMSO e colocadas em microplacas de 96
orificios, previamente siliconadas, em triplicata. Foram feitos também controles
negativo (solvente da amostra), positivo (17B-estradiol) e controles de toxicidade.

Em cada orificio foram adicionados 50 uL da cultura de levedura.

As amostras (as concentracgdes iniciais utilizadas foram 1,25 mg/mL para B.
verbascifolia, 0,41 mg/mL para B. correifolia e para B.coccolobifolia e para B.
ligustrifolia foi 4 mg/mL) foram diluidas seriadamente até 1:810 e em seguida, a
microplaca foi incubada por 6 horas a 30°C com agitacdo a 120 rpm.
Posteriormente, adicionou-se tampao de lise e foi novamente incubada nas mesmas
condi¢gdes por mais 30 minutos. A seguir, adicionou-se tampao suplementado com
0,1% de mercaptoetanol e 0,5% da solucdo de 4-metilumbeliferona [(-D-

galactopiranosideo (MuGal).

Apos breve centrifugacéo, as microplacas foram lidas em espectrofluorimetro
em comprimentos de onda de 355 nm de excitacdo e 460 nm de emissdo. A
fluorescéncia foi medida durante 20 minutos (uma medida por minuto) e os valores
da atividade da [(-galactosidase foram avaliados pelo aumento das unidades de
fluorescéncia em relacdo ao tempo, usando o método de regressao linear padrao
(CESPEDES et al.; 2005) . Este ensaio quantifica a atividade estrogénica, que é

calculada como equivalentes em estradiol (EEQ), definido como quantidade de
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estradiol (em nanomolar) que induz a mesma resposta que a amostra testada. Uma
curva dose-resposta relacionando a atividade da enzima B-galactosidase com a
concentracdo de estradiol é usada para atribuir um valor estradiol-equivalente
(EEQ).

Antes do inicio dos ensaios propriamente ditos foram realizados ensaios de
toxicidade para determinar a concentracdo da amostra a ser utilizada. Foram
utilizadas amostras com viabilidade celular maior ou igual a 70%. Realizaram-se

pelo menos trés experimentos independentes.

Para B. verbascifolia as massas utilizadas de extrato variaram de 0,049-4 ug;
para B. correirolia e B.coccolobifolia variaram de 0,025 — 2,08 ug e para B.
ligustrifolia variaram de 0,24-20 pg.

3.4.4 Analise dos Resultados

A analise foi realizada através do Microsoft Excel. A fluorescéncia foi gravada
por 20 minutos (uma medicdo por minuto) e os valores da atividade da pB-
galactosidase foram calculados pelo aumento das unidades de fluorescéncia em
relagcdo ao tempo, através da metodologia de regresséao linear, de acordo com a
seguinte equacdo (CESPEDES et al., 2005):

Unidades de B-galactosidase: 1000 x A420

ABOO (tf — to)
onde to e tf representam os tempos iniciais e finais de incubagéo de cada substancia
com MuGal e A420 e A600 representam os valores de absorbancia a 420 e 600 nm,

respectivamente para cada po¢co (NOGUEROL et al., 2006).

Os resultados foram dados em EEQ. Para traduzir os resultados em EEQ, a
partir das diluicbes seriadas, assumimos que as curvas dose-resposta hormonais

seguem uma fungao sigmoidal:
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R —-Ro = _1
Rmax — Ro 1+ Kd
[L]

onde Ro representa as unidades de B-galactosidase obtidas sem ligante (ou
substancia teste), R as unidades de [B-galactosidase obtidas na concentragdo do
ligante (L) e Rmax as unidades de [(-galactosidase obtidas na concentracdo do
ligante saturante. Kd representa a constante de dissociagdo do complexo horménio-
ligante, e seu valor coincide com o EC50, a concentragao de ligante que tenha 50%
da resposta maxima (CESPEDES et al., 2005).

Foram consideradas positivas as amostras em que foi possivel detectar o
EEQ.

Com base em pelo menos trés experimentos independentes, realizou-se a
média e obteve-se EEQ geral (nM) e seu desvio padrdo. Com todas as leituras
disponiveis obteve-se um grafico de cinética mostrando o comportamento das

amostras em fungéo do tempo.

Os resultados também foram analisados pelo software estatistico GraphPad
Prism 5. Os dados (média das absorbéancias) foram avaliadas por andlise da
variancia (One-way ANOVA), seguido por Tukey. Compararam-se as absorbancias
obtidas no minuto inicial e no minuto final das leituras, além da comparacao entre as

concentracdes e os controles utilizados.
3.5 Ensaio de citotoxicidade para E-screen

O ensaio foi realizado conforme descrito por SOTO et al., (1995) e
RASMUSSEN & NIELSEN, (2002).

3.5.1 Linhagem

A linhagem empregada foi o clone BUS das células MCF-7, gentiimente

cedidas pela Dra. Marieta Fernandez da Universidade de Granada-Espanha, é
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derivada de cancer de mama humano e responsiva a estrogeno. Encontra-se
estocada em nitrogénio liquido, em uma solugao de congelamento composta 45% de
meio de cultura DMEM, 45% de SBF e 10% de DMSO ou glicerol autoclavado.

Cultivou-se em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e repicou-se por
tripsinizagdo quando necessario. Mantiveram-se as garrafas em cultura sob
condi¢des padronizadas de incubagéao (37°C, em atmosfera com 5% de CO; e 95%
de saturagdo de umidade). Utilizaram-se células entre as terceiras e décimas

passagens.
3.5.2 Controles

O controle negativo consistiu em meio de cultura DMEM. O controle positivo
foi realizado com 30% de DMSO diluido em DMEM. E o controle de solvente foi

realizado com 1% de DMSO (maxima concentragao do solvente utilizada no teste).
3.5.3 Realizagcao do ensaio

Transferiu-se 100 puL de suspensdo de células tripsinizadas e previamente
contadas em camara hemocitométrica de Newbauer (Boeco, Germany) em placas
de 96 orificios, totalizando, 2x10* células por orificio. Apés 24 horas de aderéncia o

meio de cultura foi removido e lavou-se com 100 pyL PBS.

Para cada amostra foram feitos ensaios de citotoxicidade para 24 horas e
para 144 horas (6 dias) de incubacdo. Realizaram-se pelo menos trés ensaios
independentes para cada amostra em cada situagcdo. Nos ensaios de citotoxicidade
de 24 horas utilizou-se meio DMEM sem Soro Bovino Fetal (SBF). No ensaio de

citotoxicidade de 144 horas utilizou-se meio DMEM suplementado com 10% de SBF.

Utilizou-se cinco concentragdes de cada amostra (previamente dissolvidas em
DMSO), que foram submetidas a diluigdo seriada em meio DMEM em outra placa,
para evitar o desprendimento das células, e foram transferidas para a placa com as
células aderidas. Utilizou-se as seguintes concentragbes de cada amostra:
1mg/pogo, 0,5 mg/pogo, 0,25 mg/pogo, 0,125 mg/pogo e 0,625 mg/pogo, todas elas
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dissolvidas em 100 uL de meio DMEM. As concentracdes foram pré-determinadas a
partir de ensaios preliminares de citotoxicidade. Os ensaios foram realizados em
triplicatas para cada controle e cada concentragéo, além de terem sido realizados

trés ensaios independentes.
3.5.4 Ensaio colorimétrico da Sulforodamina B

O ensaio foi realizado conforme descrito por SKEHAN et al.,, (1990), e
RASMUSSEN & NIELSEN, (2002).

Esta técnica se baseia no principio que o corante se liga a aminoacidos
basicos das proteinas celulares e, por avaliagcdo colorimétrica, fornece uma
estimativa da massa protéica total, que é relacionada ao numero de células vivas
que foram fixadas. Apds o tempo de incubacao, fixaram-se as células com 200 pL
acido tricloroacético 10% (para placas de 96 orificios, ou 500 yL quando em placas
de 24 orificios) e incubou-se a 4°C por 1 hora. Lavou-se com agua de torneira
gelada e esperou-se a secagem das placas a temperatura ambiente. Apéds, as
células foram tratadas com 200 pL de solugédo de sulforodamina B 0,4% em acido
acético 1% (para placas de 96 orificios, ou 500 pL quando em placas de 24
orificios). Incubou-se por 30 minutos na auséncia de luz. Lavou-se com acido
acético 1% até retirar o excesso de corante e esperou-se a secagem das placas. O
corante ligado as células foi solubilizado com 200 yL de Tris Base 10 mM (pH =10,5)
por agitagdo durante 20 minutos (para placas de 96 orificios, ou 1 mL quando em
placas de 24 orificios). E, por fim, realizou-se a leitura de absorbancia da microploca
em leitor de microplacas Synergy™ H1, Biotec, em 492 nm. Quando o ensaio
realizou-se em placas de 24 orificios, trés aliquotas de 200 yL de cada orificio, da
placa de 24 pocos, foram transferidas para placa de 96 orificios e realizou-se a

leitura conforme descrito.

A absorbancia encontrada para o controle de solvente correspondeu ao valor
de 100% de sobrevivéncia. Consideraram-se como citotdxicas as concentragdes das

amostras que promoveram viabilidade celular inferior a 80%.
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Realizou-se andlise estatistica com os resultados obtidos, pelo software
estatistico GraphPad Prism 5 (Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA).
Realizou-se a andlise de variancia ANOVA (assumindo p < 0,05) seguida pelo pés-
teste de Dunnett para comparagdo com o grupo controle (controle de solvente do

teste).

3.6 Avaliagao da estrogenicidade pelo ensaio de proliferagao celular E-screen
3.6.1 Linhagem

Idem item 3.5.1

3.6.2 Remocao de estrégenos endogenos do SBF

Todo meio utilizado no ensaio de E-screen foi suplementado com 10% de
SBF livre de estrogenos enddgenos. A remogao de estrogenos endégenos foi por
meio do tratamento do SFB com carvdo-dextrana. A técnica consistiu em incubar
500 mL de soro a 56°C (banho-maria) por 1 hora para a inativagdo das proteinas
plasmaticas. Adicionou-se 25 g de carvao ativado (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO, USA) a 240 mL de agua destilada e aliquotado em tubos de centrifuga em um
volume de 40 mL cada. A suspensdao foi submetida a centrifugagao (3000 rpm por
10 minutos). Esse procedimento foi repetido 3 vezes com agua. Os sobrenadantes
de lavagem foram descartados e substituidos pelo mesmo volume de uma solugao
de dextrana T70 (0,5% do volume total de soro), utilizando os mesmos tubos de
centrifuga. Apos a centrifugacédo, descartou-se o sobrenadante e o soro a ser
tratado foi adicionado ao carvao-dextrana em cada tubo de centrifuga. A mistura
carvao soro foi submetida a incubagdo a 37°C, sob agitagdo, por 1 hora. Apos
centrifugacao, o sobrenadante foi esterilizado através de membrana filtrante de 0,22

pm (Millipore) e estocado a -70°C até o momento do uso (SOTO et al.,1995).
3.6.3 Controles

O controle negativo consistiu em meio de cultura DMEM. O controle positivo

foi realizado com 1x10-®M de 17-B-estradiol (a concentracdo de 17-B-estradiol foi
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selecionada com base em uma curva dose-resposta elaborada com concentragdes
que variaram de 1 x 10* M a 1x10-"° M, em trés replicatas). O controle de solvente
foi realizado com 0,2% de DMSO (maxima concentragdo do solvente utilizada no
teste). O meio DMEM foi utilizado na auséncia de vermelho de fenol e suplementado

com 10% de SBF livre de estrogenos enddgenos.
3.6.4 Realizacao dos ensaios

O ensaio foi realizado conforme descrito no item 3.5.3, com apenas algumas
diferengas. Todo meio DMEM utilizado durante o ensaio era sem vermelho de fenol
e suplementado com 10% de SBF livre de estrégenos. O ensaio foi realizado em
placa de 24 orificios e a incubagao apos o tratamento das células foi de 144 horas (6
dias). Utilizaram-se as mesmas massas de cada amostra do ensaio de
citotoxicidade: 1mg/pogo, 0,5 mg/pogo, 0,25 mg/pogo, 0,125 mg/pogco e 0,0625
mg/poco, todas elas dissolvidas em 500 uL de meio DMEM.

Apdés 144 horas de incubacdo, as placas foram submetidas a técnica
colorimétrica de sulforodamina B, para avaliar a viabilidade celular (SKEHAN et al.;
1990, RASMUSSEN & NIELSEN, 2002).

O meio DMEM sem vermelho de fenol foi utilizado, pois, foi demonstrado que

esse indicador de pH possui propriedades estrogénicas (BERTHOIS et al., 1986).
3.6.5 Ensaio colorimétrico da Sulforodamina

Idem item 3.5.4

3.6.6 Analise dos Resultados

Os resultados da atividade estrogénica foram expressos em média e desvio
padréo do efeito proliferativo (EP), que estabelece a taxa maxima de proliferagao
induzida pela substancia em células MCF7-BUS. Esse parametro é obtido pela
razao entre a taxa de proliferacao apresentada pela substancia avaliada e aquela
apresentada pelo controle solvente (0,2% de DMSO):
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EP = absorbancia do composto/absorbancia do controle de solvente

Outro parametro analisado foi o efeito proliferativo relativo (EPR), utilizado
para comparar a proliferagcao induzida pelo composto teste com aquela induzida pelo

17-B-estradiol, que foi calculado de acordo com a seguinte férmula:
EPR = (EP-1) (composto-teste)/ (EP-1) (17-B-estradiol) x 100
Quando EPR foi menor que zero, o valor foi desconsiderado.

Os compostos foram considerados agonistas totais quando os valores de
EPR foram maiores que 80% em pelo menos uma das concentracdes testadas,
agonistas parciais entre 25 e 80% e n&o estrogénicos quando os valores de EPR
foram inferiores a 25% (KUCH et al., 2010). Para os célculos desses parametros

foram utilizadas férmulas e fungées do Excel (Microsoft, NY, U.S.A.).

Realizou-se também analise estatistica com os resultados obtidos, pelo
software estatistico GraphPad Prism 5 (Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA,
USA). Realizou-se a analise de variancia ANOVA (assumindo p < 0,05) seguida pelo
pos-teste de Dunnett para comparagédo com o grupo controle (controle de solvente

do teste).
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4. Resultados
4.1. Avaliagao da mutagenicidade

Os resultados da mutagenicidade de B. verbascifolia estdo apresentados na
Tabela 1, B. correifolia na Tabela 2, B. coccolobifolia na Tabela 3 e B. ligustrifolia na
Tabela 4 e estdo expressos pelo numero de revertentes e seus respectivos desvios
padrées (DP) e RM, para as quatro linhagens de S. typhimurium, na auséncia (-S9)

e presenga (+S9) de ativagao metabdlica.

Na Tabela 1, que indica os resultados de B. verbascifolia, podemos observar
que todas as razbes de mutagenicidades, para todas as linhagens, foram menores
do que 2,0 o que indica que este extrato padronizado ndo foi mutagénico para

nenhuma linhagem utilizada. Tampouco houve relagéo dose-resposta.

Na Tabela 2, que mostra os resultados de B. correifolia, também podemos
observar que todas as razbes de mutagenicidade sdo menores do que 2,0 e também

nao ha relagdo dose-reposta, indicando que este extrato também nao € mutagénico.

Na Tabela 3, que apresenta os resultados de B. coccolobifolia, pode-se
observar razdes de mutagenicidade igual ou superior a 2,0 para a linhagem TA98,
indicando que este extrato foi mutagénico, tanto na presenga e auséncia de ativagao
metabdlica. Na linhagem TA97a, somente na presenca de ativagdo metabdlica,
pode-se observar uma relagdo dose-resposta e ha razdo de mutagenicidade igual a

1,9 na maior concentracao testada, evidenciando indicios de mutagenicidade.

Na Tabela 4, que representa os resultados de B. ligustrifolia, pode-se
observar que para a linhagem TA98 (na auséncia de ativagdo metabdlica) a razao

de mutagenicidade foi igual a 2,0, indicando potencial mutagénico.
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Tabela 1. Atividade mutagénica avaliada pelo nimero de revertentes/placa + DP e razdo de mutagenicidade (RM) induzida pelo extrato
etanolico 70% de B. verbascifolia, na presenga (+S9)e auséncia (-S9) de ativagdo metabdlica, com as cepas TA98, TA100, TA97a e TA102 de
Salmonella typhimurium

Tratamento TA98 Tratamento TA100 Tratamento TA97a Tratamento TA102
(mg/placa) (mg/placa) (mg/placa) (mg/placa)
-S9 +89 -89 +89 -S9 +89 -89 +89
Byrsonima
verbascifolia
0,002 17+4 68+1 0,002 113416 114 +11 0,002 8146 121420 0,002 381+43 341434
2,09 15+3 (0,9) 6742 (1,0) 0,38 9148 (0,8) 121+12(1,1) 0,20 7843 (1,0) 137+16(1,1) 0,38 369+3 (1,0)  387+20(1,1)
417 2446 (1,4) 7545 (1,1) 0,75 107420 (1,0)  124+10(1,1) 0,39 97+2(1,2) 140+10(1,2) 0,75 30516 (0,8)  445+32(1,3)
8,35 1816 (1,0) 81+3 (1,2) 1,5 106+2 (0,9) 99+4 (0,9) 0,78 117+2(1,4) 146+7(1,2) 1,5 368+36 (1,00  353+29(1,0)
12,53 23+3 (1,3) 6144 (0,9) 2,25 10544 (0,9) 10445 (0,9) 1,12 10946 (1,3)  166+12(1,4) 2,25 322+45(0,9)  344+45(1,0)
16,70 29412 (1,7) 5041 (0,7) 3,00 11049,10 (1,0)  93+3(0,8) 1,56 9445 (1,2) 169+39(1,4) 3,00 373+11 (1,00  350+27(1,0)

Controle + 720 £ 280 500 £32¢  Controle + 1375+35¢ 1387+37¢  Controle + 1115 £250 1450 £70° Controle + 1468+53¢ 1403 + 33f

@Controle Negativo: DMSO, 100 uL/placa; Controle +: bNPD, 10 pg/placa; © 2-AA,1,5 ug/placa; dAZS, 2,5 ug/placa, °"MMC, 0,5 ug/placa; f2-AF,
5,0 ug/placa
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Tabela 2. Atividade mutagénica avaliada pelo niumero de revertentes/placa + DP e razédo de mutagenicidade (RM) induzida pelo extrato

etandlico 70% de B. correifolia, na presencga (+S9) e auséncia (-S9) de ativagdo metabdlica, com as cepas TA98, TA100, TA97a e TA102 de

Salmonella typhimurium

Tratamento TA98 Tratamento TA100 Tratamento TA97a Tratamento TA102
(mg/placa) (mglplaca) (mglplaca) (mg/placa)
-89 +89 -89 +89 -S9 +89 -S9 +89
Byrsonima
correifolia
0,002 20+4 68+1 0,002 9346 114+11 0,002 17242 99 +1 0,002 352+30 435+43
2,09 16+3 (0,8) 8646 (1,3) 0,52 73+3(0,8) 10345 (0,9) 0,52 18516 (1,1) 8544 (0,9) 0,52 397+11(1,1)  608+45(1,4)
417 18+2 (0,9) 8043 (1,2) 1,04 90+10(1,0) 1068 (0,9) 1,04 16511 (1,0)  123+11(1,3) 1,04 386 £33 (1,1) 564435 (1,3)
8,35 27+3 (1,3) 6616 (1,0) 2,09 9348 (1,0) 9649 (0,8) 2,09 166+18 (1,0)  135+4 (1,4) 2,09 413416 (1,2) 484433 (1,1)
12,53 37+10 (1,8) 6243 (0,9) 313 94+11(1,0)  115+12(1,0) 3,13 18645 (1,1) 1104 (1,1) 3,13 333150 (1,0)  354+38(0,8)
16,70 3146(1,5) 6049 (0,9) 417 6546 (0,7) 9444 (0,8) 417 143+10 (0,8) 13445 (1,4) 417 285+21(0,8)  322+32(0,7)
Controle + 730+ 280 500+ 32c  Controle+ 1250 + 354 700+37¢ Controle + 950 +25b 1450 +70¢ Controle + 1468+53¢ 1403 + 33f

Controle Negativo: DMSO, 100 pL/placa; Controle +: °NPD, 10 pg/placa; ¢ 2-AA, 1,5 ug/placa; °AZS, 2,5 ug/placa, *MMC, 0,5 ug/placa; "2-AF,

5,0 pg/placa
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Tabela 3. Atividade mutagénica avaliada pelo niumero de revertentes/placa + DP e razdo de mutagenicidade (RM) induzida pelo por extrato
etandlico 70% de B. coccolobifolia, na presenga (+S9)e auséncia (-S9) de ativagao metabdlica, com as cepas TA98, TA100, TA97a e TA102 de
Salmonella typhimurium

Tratamento TA98 Tratamento TA100 Tratamento TA97a Tratamento TA102
(mg/placa) (mg/placa) (mg/placa) (mg/placa)
-S9 +89 -89 +89 -89 +89 -89 +89
Byrsonima
coccolobifolia
0,002 3748 2444 0,002 112413 92 +9 0,002 17242 123+15 0,002 406 +11 341434
2,0 56+3*(1,5)  56+6*%(2,3) 0,52 115410 (1,0)  102+12(1,1) 0,52 129+15(0,7)  144+11(1,2) 0,52 345+8(0,9)  386+17(1,1)
4,0 61+8* (1,7)  51+1**(2,1) 1,04 135418 (1,2)  115+7(1,3) 1,04 145+10 (0,8)  163+11(1,3) 1,04 338+13(0,8) 466112 (1,4)
8,0 70£9%(1,9)  67+13*(2,8) 2,09 154425 (1,4)  110£11(1,2) 2,09 175415 (1,0)  208+29* (1,7) 2,09 350+23(0,9)  330+24(1,0)
12,00 102+10*%(2,8)  64+9*%(2,6) 313 170+14 (1,5)  108+8(1,2) 3,13 21445 (1,2)  215+13*%(1,8) 3,13 355+13(0,9)  297+8(0,9)
16,00 67+10%(1,9)  63+13*(2,6) 417 143427 (1,3)  115+18(1,3) 417 19047 (1,1)  237+£34*(1,9) 417 358+10(0,9)  261+2(0,8)

Controle + 531+ 28° 500+ 30c  Controle + 1375+35¢ 700+ 38c  Controle + 1115 +25b 700+ 30° Controle + 1143+ 28¢ 1403+33f

@Controle Negativo: DMSO, 100 pL/placa; Controle +: bNPD, 10 pg/placa; © 2-AA, 1,5 ug/placa; dAZS, 2,5 yg/placa, *"MMC, 0,5 ug/placa; f2—AF,
5,0 uyg/placa. * p<0,05, **p<0,01 ANOVA
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Tabela 4. Atividade mutagénica avaliada pelo niumero de revertentes/placa + DP e razdo de mutagenicidade (RM) induzida pelo extrato
etanolico 70% de B. ligustrifolia, na presenca (+S9) e auséncia (-S9) de ativagdo metabdlica, com as cepas TA98, TA100, TA97a e TA102 de
Salmonella typhimurium

Tratamento TA98 Tratamento TA100 Tratamento TA97a Tratamento TA102
(mglplaca) (mglplaca) (mglplaca) (mglplaca)
-89 +89 -S9 +89 -89 +89 -89 +89
Byrsonima
ligustrifolia
0,002 18+3 2444 0,002 210+33 87+15 0,002 11049 115+1 0,002 262425 407+30
2,25 2141 (1,2) 2245(0,9) 0,08 226+13 (1,1)  114+13(1,3) 0,16 10645 (1,00  132+12(1,2) 0,02 330+16 (1,3)  379+45(0,9)
4,50 22+1(1,3) 2748 (1,1) 0,16 211412 (1,0) 98+6(1,1) 0,31 109+8(1,0) 136+8(1,2) 0,04 23242 (0,9)  382+21(0,9)
9,00 2042 (1,1) 3847 (1,6) 0,31 224+ 37(1,1) 9049 (1,0) 0,62 12747(1,2)  132419(1,2) 0,08 244+25(0,9)  411+20(1,0)
13,50 3546* (2,0) 3449 (1,4) 0,47 227424 (1,1) 9443 (1,1) 0,94 9046 (0,8) 145+17(1,3) 0,12 243422 (0,9) 395+12(1,0)
18,00 36+5% (2,00  32+2(1,3) 0,62 209+11 (1,00 93+16 (1,1) 1,25 12141 (1,1) 133+4(1,2) 0,16 258+11 (1,00  328+15(0,8)
Controle + 300£12°0 227+16¢  Controle + 9194174 987+32¢ Controle + 1110+32° 1036 +41c  Controle + 1349+45¢ 1464 +43 1

?Controle Negativo: DMSO, 100 uL/placa; Controle +: "NPD, 10 ug/placa; © 2-AA, 1,5 ug/placa; 9AZS, 2.5 ug/placa, ‘MMC, 0,5 pg/placa; H-AA, 5,0
ng/placa. * p<0,05
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4.2. Avaliagdo da antimutagenicidade

Os resultados de B. verbascifolia estao apresentados na Tabela 5 e de B.

correifolia na Tabela 6.

Na Tabela 5, pode-se observar que o extrato de B.verbascifolia pode ser
considerado como forte antimutagénico frente ao NPD, pois apresentou porcentual
de inibicdo maior que 40% em duas de suas concentragdes avaliadas. Frente a
MMC, este extrato ndo apresentou atividade antimutagénica. Quando associado a
AFB,, as cinco concentragdes testadas apresentaram porcentual de inibicdo maior
que 40%, sendo que as concentragdes no intervalo de 0,25-2 mg atingiram
porcentual de inibigdo de 91%, podendo ser considerado como forte antimutagénico.
Associado ao B[a]P, as cinco concentracbes testadas do extrato de B. verbascifolia
também apresentaram porcentual de inibigdo maior que 40%, atingindo valor de

82%, classificando-o como forte antimutagénico.

Na Tabela 6, observa-se que B. correifolia também apresentou forte potencial
antimutagénico frente ao NPD, pois apresentou porcentual de inibicdo maior que
40% em quatro das cinco concentragdes testadas. Frente a MMC, o extrato nao foi
considerado como antimutagénico. Quando associado a AFB; as cinco
concentracdes testadas do extrato apresentaram porcentual de inibicido maior que
40%, atingindo porcentual de inibicdo de 80%, podendo-se afirmar que B. correifolia
apresenta forte atividade antimutagénica. Associadas ao B[a]P, as cinco
concentragbes do extrato de B. correifolia testadas também apresentaram
porcentual de inibicao de revertentes maior que 40%, sendo o maior porcentual de
83%. Pode-se observar que as diferenca entre os porcentuais de inibicdo entre as

cinco concentragdes avaliadas foram minimas.

Embora B.correifolia ndo tenha sido considerada como antimutagénica frente a
MMC, ela demonstrou um potencial significativo de reducdo do numero de

revertentes.
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Tabela 5. Atividade antimutagénica avaliada pelo numero de revertentes/placa + DP e porcentagem de inibigdo de crescimento de revertentes
(%) por associacao de extrato etandlico 70% de B. verbascifolia, com mutagenos diretos (NPD e MMC) e indiretos (AFB, e B[a]P), com as

cepas TA98, TA102 e TA100 de Salmonella typhimurium

Mutagenos (M) NPDb MMCe AFB1 d B[a]Pe
Linhagem TA 98 (-S9) TA 102 (-S9) TA 100 (+S9) TA 98 (+59)
Tratamento N°revertentes Tratamento N°revertentes Tratamento N°revertentes Tratamento N°revertentes
(mg/placa) + DP e (%l) (mg/placa) + DP e (%l) (mg/placa) + DP e (%l) (mglplaca) +DP e (%l)
02 18+4 0 487+81 0 1146 0: 3615
00125+Mb  483:40™ (45)  0,09375+Mc  450pi13g()  O125+MI  pygyzms(gs)  0,04875+Me 455 ppums 49
Byrsonima vertescliols 0,025+M> 454460+ 48)  OM87S+Mc 4295404 (19)  025+M< 4394970 (91)  0,0975+Me 78,6 (57)
0,05+M®> 550441+ (37)  0375+Me 4366101 (15) 05+M¢ 125116+ (91)  0195+Me g5 gu (54
0,1+M> 628+138* (28) 075 +Me¢ 13804 (14) T+M¢ 132413+ (91) 0,39+ Me 4145 (78)
0,2+MP® 1001137 (0) 15+M¢ 138158 (14) 2+M¢ 132424+ (91) ~ O78+Me 3447 (82)
M® 87630 Me 1601226 M 1399+34 Me 18418

Controle Negativo: DMSO, 100 pL/placa; Mutagenos (M): °NPD, 20 ug/placa; "MMC, 0,5 pg/placa; YAFB;, 0,5 ug/placa; °B[a]P, 1ug/placa. *

p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 ANOVA
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Tabela 6. Atividade antimutagénica avaliada pelo niumero de revertentes/placa + DP e porcentagem de inibicdo de crescimento de revertentes
(%) por associagao de extrato etandlico 70% de B. correifolia, com mutagenos diretos (NPD e MMC) e indiretos (AFB, e B[a]P, com as cepas
TA98, TA102 e TA100 de Salmonella typhimurium

Mutagenos (M) NPD® MMC¢ AFB1d B[a]Pe
Linhagem TA 98 (-S9) TA 102 (-S9) TA 100 (+S9) TA 98 (+S9)

Tratamento N°revertentes Tratamento N°revertentes Tratamento N°revertentes Tratamento N°revertentes

(mg/placa) +DP e (%l) (mg/placa) + DP e (%l) (mg/placa) + DP e (%l) (mg/placa) + DP e (%l)

02 18+4 02 464+48 02 104215 02 3645
00125+ M 440:57"(50)  0,03125+Me  4p0g:15(15) 0,0078125+Md ggaisgems gp) 025+ Me  ggigem o))
0025+M®>  gopipm+(51)  0.0625+Me 4176466+ (20) 0.019625+ M 54g138++(7)  05+Me 316" (83)
Byrsonima correifolia 054 M5 yo7,5gme (a3)  0125+MC q5p74r (1) 003125+ MY g7 qqgresg  1+Me 3046 (82)
0.1+M>  s5g3ip0m+(3)  025+Me 405457 (15)  0.0625+M<? - 4g.57+++ (g0) 2+ Me 3145 (83)
0.2+M>  go1ip1mrr(ar) OS5 HMe 112?2%1)46* 0125+ M 206146+ (77) 4+Me 39+3"* (79)
M® 876+30 Me 1414461 M 883+80 Me 184:+8

@Controle Negativo: DMSO, 100 pL/placa; Mutagenos (M): ®NPD, 20 ug/placa; ‘"MMC, 0,5 pg/placa; AFB;, 0,5 ug/placa; °B[a]P, 1 pg/placa. *
p<0,05, ***p<0,0001 ANOVA
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4.3 Avaliacao da estrogenicidade pelo Teste RYA

Os resultados para o ensaio RYA estao expressos na Tabela 7, apresentados

por EEQ e seu desvio padréao.

Foram realizados pelo menos trés ensaios independentes. A concentracao
inicial utilizada para B. verbascifolia foi 1,25 mg/mL, para B. correifolia e B.
coccolobifolia foi 0,41 mg/mL e para B. ligustrifolia foi 4 mg/mL (pré-determinadas

por ensaios de citotoxicidade).

Como se pode observar, as Unicas amostras capazes de estimular receptores
de estrégenos foram B. correfolia, que apresentou EEQ igual a 0,13 nM e B.
ligustrifolia, que apresentou EEQ igual 0,55. B. verbascifolia e B. coccolobifolia, para
este teste, podem ser consideradas como n&o estrogénicas, pois possuem valores

de EEQ indetectaveis.

Apesar de B. correifolia e B. ligustrifolia apresentarem EEQ, a analise
estatistica mostrou que seus resultados nao foram significativos. Realizou-se analise
estatistica, em relagao as flurescéncias obtidas do primeiro minuto e do vigésimo
minuto para uma mesma amostra e com o controle negativo. Também foi feito uma
analise estatistica em relagdo a Fluorescéncia Relativa (atividade maxima da
galactosidade da amostra/atividade maxima da B galactosidade do controle
positivo). Nos dois casos, somente houve resultado significativo para o controle
positivo (17-B-estradiol), como esperado. A significancia encontrada foi de p<
0,0001.

Tabela 7. Atividade estrogénica avaliada pelo nimero de EEq + DP das amostras B.

verbascifolia, B. correifolia, B. coccolobifolia e B. ligustrifolia.

Extratos EEq (nM) + DP
B.verbascifolia 0
B. correifolia 0,13 + 0,005
B. ligustrifolia 0,55 +0,23

B. coccolobifolia 0
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Na Figura 3 é possivel observar a atividade da enzima [(-galactosidase
expressa em unidades de fluorescéncia média induzida por cada uma das cinco
concentragdes testadas de extrato de B. correifolia, nas primeiras e ultimas leituras.
Comparando-se com o controle positivo, 17-3-estradiol, os valores de fluorescéncia
obtidos pela amostra sdo baixos. Nao houve diferenga significativa entre os

resultados, com exceg¢ao do controle positivo.
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Figura 3. Avaliagdo da atividade da enzima (-galactosidase expressa em unidades de
fluorescéncia média induzida por cada uma das cinco concentragdes testadas de extrato de
B. correifolia, no primeiro minuto e no vigésimo minuto.

Fluorescéncia do C+: minuto 1: 4551 + 1375*** minuto 20: 12778 + 2299***
***p<0,0001 ANOVA

Na Figura 4 é possivel observar a atividade da enzima [(-galactosidase
expressa em unidades de fluorescéncia média induzida por cada uma das cinco
concentracoes testadas de extrato de B. ligustrifolia, nas primeiras e ultimas leituras.
Comparando-se com o controle positivo, 17-B-estradiol, os valores de fluorescéncia
obtidos pela amostra sdo baixos. Os resultados nao foram significativos com

excecgao do controle positivo
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Figura 4. Avaliacdo da atividade da enzima [3-galactosidase expressa em unidades de
fluorescéncia média induzida por cada uma das cinco concentragdes testadas de extrato de
B. ligustrifolia, no primeiro minuto e no vigésimo minuto.

Fluorescéncia do C+: minuto 1: 6609 + 3260*** minuto 20: 14690 + 4209***
#5%p<(,0001 ANOVA

4.4 Avaliacgao de estrogenicidade pelo E-screen
4.4.1 Avaliacao da citotoxicidade de 24 horas

Foi observado que nenhum dos quatro extratos, em nenhuma das cinco
concentragoes testadas, apresentou toxicidade para as células MCF-7 BUS, apés 24
horas de tratamento. As concentrag¢des utilizadas variaram de 0,0625-1 mg/pogo. Os
resultados podem ser visualizados nas Figuras 5, 6, 7 e 8 para B. verbascifolia, B.
correifolia, B. coccolobifolia e B. ligustrifolia, respectivamente. Em todos

experimentos os tratamentos parecem ter estimulado a viabilidade celular.
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Figura 5 Viabilidade celular em células MCF-7 BUS ap6s 24 horas de tratamento com cinco
diferentes concentragdes de B. verbascifolia. * p<0,05

_ 350 s 2
£ B. correlfoha
& 300
~<
s
g 250
g
£ 200
<
L 150 -
=
¢ 100 -+
&
=
ﬁ 50 q E
E
2 0
=
0,0625 0,125 0,25 Csolvente
Massa (mg/pogo)

Figura 6 Viabilidade celular em células MCF-7 BUS apo6s 24 horas de tratamento com cinco

diferentes concentragdes de B. correifolia.* p<0,05 *** p<0,0001
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Figura 7 Viabilidade celular em células MCF-7 BUS ap6s 24 horas de tratamento com cinco

diferentes concentragbes de B. coccolobifolia. ** p< 0,01
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Figura 8 Viabilidade celular em células MCF-7 BUS ap6s 24 horas de tratamento com cinco

diferentes concentragées de B. ligustrifolia. * p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,0001
4.4.2 Avaliagao de citotoxicidade de 144 horas

B. verbascifolia, B. correfolia e B. ligustrifolia nao apresentaram toxicidade,
em nenhuma das cinco concentragoes testadas, para as células MCF-7 BUS, apés
144 horas de tratamento. Para B. coccolobifolia, a concentragao de 0,5 mg/orificio
foi levemente citotdxica, apresentando viabilidade de 76%. As massas de extrato
utilizadas foram as mesmas utilizadas no ensaio de citotoxicidade de 24 horas. Os
resultados podem ser visualizados nas Figuras 9, 10, 11 e 12 para B. verbascifolia,
B. correifolia, B. coccolobifolia e B. ligustrifolia, respectivamente. Nesses

experimentos os tratamentos também parecem ter aumentado a viabilidade celular.

z B. verbascifolia
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Figura 9. Viabilidade celular em células MCF-7 BUS apés 144 horas de tratamento com cinco

diferentes concentragdes de B. verbascifolia.
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Figura 10. Viabilidade celular em células MCF-7 BUS ap6s 144 horas de tratamento com cinco

diferentes concentragdes de B. correifolia. ** p<0,01
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Figura 11. Viabilidade celular em células MCF-7 BUS apés 144 horas de tratamento com

cinco diferentes concentragdes de B. coccolobifolia.*** p<0,0001
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Figura 12. Viabilidade celular em células MCF-7 BUS apds 144 horas de tratamento com
cinco diferentes concentragdes de B. ligustrifolia. ** p<0,01 *** p<0,0001
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4.4.3 Avaliacao do E-screen

Os resultados estao apresentados na Tabela 8, e foram expressos pela média
de EP de pelo menos trés ensaios independentes, seus DP e pelo EPR. Os valores
de EPR indicam a capacidade de proliferacdo celular quando comparado com o
controle positivo (17-B-estradiol). As viabilidades do ensaio E-screen estédo
apresentadas nas Figuras 13, 14, 15 e 16, para B. verbascifolia, B. correifolia, B.

coccolobifolia e B. ligustrifolia, respectivamente,

B. verbascifolia e B. correifolia apresentaram EPR negativos para todas as

concentragdes indicadas, sendo classificadas entdo como néo estrogénicas.

B. ligustrifolia, na concentragao de 0,125 mg/pogco apresentou EPR de 0,53,
no entanto, o valor € muito baixo e também é considerada como nao estrogénica. As

demais concentracdes apresentaram EPR negativo.

B. coccolobifolia, na concentragdo de 0,0625 mg/pogo apresentou EPR de
24% e também foi classificada como nao estrogénica, por ser abaixo de 25%. Além
disso, este valor nao apresentou significancia estatistica. Todas as outras
concentracbes apresentaram EPR negativo. Nas concentragbes de 0,125-0,5
mg/pogo, o extrato apresentou reducgao significativa nos seus valores de EP quando
comparados com o controle de solvente, indicando possivel citotoxicidade. Quando
comparado com a citotoxicidade para 144 horas, a concentragcao de 0,5 mg/pocgo

apresentou viabilidade menor que 80%.

O controle positivo do ensaio apresentou EP com significancia p<0,0001

quando comparado com o controle de solvente.



Tabela 8. Atividade estrogénica expressa pela média de EP, seu DP e EPR de B.

verbascifolia, B. correifolia, B. coccolobifolia e B. ligustrifolia avaliadas pelo E-screen

B. verbascifolia

B. correifolia

Concentragao EP = DP EPR EP * DP EPR
(mg/poco)
C+? 1,55 £ 0,19*** 100 1,55 £ 0,19*** 100
0,0625 0,90 + 0,05 - 0,80 + 0,02 -
0,125 0,82 + 0,08 - 0,82+ 0,02 -
0,25 0,86 + 0,03 - 0,84 + 0,02 -
0,5 0,83 + 0,08 - 0,83 + 0,04 -
1 0,90 + 0,15 - 0,86 + 0,04 -
C solvente ° 1,00 £ 0,00 0 1,00 £ 0,00 0
B. ligustrifolia B. coccolobifolia
EP * DP EPR EP £ DP EPR
C+? 1,55 £ 0,19*** 100 1,55 £ 0,19*** 100
0,0625 0,90 £ 0,10 - 1,13+ 0,18 24,09
0,125 1,00 £ 0,07 0,53 0, 62 + 0,02** -
0,25 0,95+ 0,11 - 0,61 + 0,08** -
0,5 0,81 + 0,00 - 0,54 £ 0,11** -
1 0,90 + 0,08 - 0,93 + 0,06 -
C solvente® 1,00 £ 0,00 0 1,00 £ 0,00 0

®Controle Positivo = 1x10° M de 17-B-estradiol. "Controle solvente:0,2% DMSO. ** p<0,01,

***p<0,0001 ANOVA
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Figura 13. Viabilidade celular em MCF-7 BUS ap0ds o ensaio de E-screen com tratamento com
cinco diferentes concentragdes de B. verbascifolia
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Figura 14. Viabilidade celular em MCF-7 BUS ap6s o ensaio de E-screen com tratamento com

cinco diferentes concentragdes de B. correifolia
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Figura 15. Viabilidade celular em MCF-7 BUS ap6s o ensaio de E-screen com tratamento com

cinco diferentes concentragdes de B. coccolobifolia. ** p<0,01
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Figura 16. Viabilidade celular em MCF-7 BUS apds o ensaio de E-screen com tratamento com

cinco diferentes concentragtes de B. ligustrifolia
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5. Discussoes
5.1 Atividade mutagénica e antimutagénica

Em todo o mundo as plantas s&do amplamente utilizadas tanto como
suplementos alimentares ou como medicamentos para prevencao e mitigacao contra

varias doengas ou enfermidades (Li et al., 2013).

O uso de plantas medicinais na medicina popular é baseado em um
conhecimento empirico adquirido por séculos em diferentes grupos étnicos. A idéia
de se tratar e prevenir doencas com plantas e/ ou suas partes, preparadas de
diversas maneiras, é antiga. E baseada na experiéncia diaria e foi passada de
geragcado em geragao e, hoje, constitui a base da medicina moderna (MENDANHA et
al., 2010).

No Brasil, plantas do género Byrsonima (Malpighiaceae) representam uma
fonte rica de derivados de catequina e epicatequina (RINALDO et al., 2010). Plantas
desse género sdo usadas na medicina popular, para o tratamento de Uulceras
gastricas, inflamacao, infecgbes da pele, febre e asma. Elas sdo popularmente
conhecidas como “murici-vermelho” ou “murici-cascudo” e crescem no Cerrado.
Suas espécies provaram cientificamente possuir diversas atividades farmacolégicas,
como antiulcerosas, antimicrobiana e mutagénica. Além destes derivados, como ja
mencionado anteriomente, as plantas deste género também s&o ricas em
flavondides (SANNOMIYA et al., 2004). A espécie B. crassa demonstrou ser
mutagénica, B. intermedia demonstrou tracos de mutagenicidade, enquanto B.
basiloba demonstrou ser antimutagénica (CARDOSO et al., 2006; SANNOMIYA et
al., 2007; LIRA et al., 2008).

Portanto, além das atividades benéficas as plantas também podem possuir
atividades indesejaveis tais como a mutagénica. Nesse sentido, realizou-se o teste
de Ames para avaliar a seguranga do uso dessas plantas medicinais. Este teste é

recomendado como um “screening” inicial uma vez que estudos demonstraram que
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a proporgao de carcindégenos identificados como mutdgenos no teste de Ames
variaram de 50 a 90% (ZEIGER, E., 2001; ABDILLAHI et al., 2012).

Segundo Cardoso et al.,, (2006), o extrato de B. crassa foi considerado
mutagénico quando realizou-se o teste de Ames, devido a presenca de
amentoflavona. Sannomiya et al., (2007) também demonstraram que o extrato de B.

intermedia apresenta tracos de atividade mutagénica.

Em contrapartida, em estudos realizados B. basiloba e B. fagifolia nao
apresentaram mutagenicidade (LIRA et al.; 2008; LIMA et al.; 2008),

Tais dados sao importantes, pois, as quatro plantas citadas sao utilizadas na
medicina popular. O uso de duas delas, B. crassa e B. intermedia, deve ser
realizado com cautela. B. crassa atingiu RM de 2,3 enquanto B. intermedia de 1,7,
(CARDOSO et al., 2006; SANNOMIYA et al., 2007). Isto comprova que, mesmo
tendo atividade biolégica, o uso de plantas medicinais s6 é considerado seguro apds

uma avaliacdo mais detalhada.

Em estudos recentes, Gongalves et al., (2013), demonstraram que o extrato
hidrometandlico de B. verbascifolia nao apresentou atividade mutagénica (pelo
ensaio de micronucleo in vivo) em camundongos gestantes e nem apresentou

atividade teratogénica.

Neste trabalho, B. verbascifolia e B. correifolia demonstraram auséncia de
atividade mutagénica para as cinco concentragbes testadas para as quatro

linhagens de S. typhimurium.

No entanto, B. coccolobifolia induziu o dobro do niumero de revertentes que o
controle negativo na linhagem TA98, na presenca e auséncia de ativacao
metabdlica. Tais resultados apontam a capacidade em causar mutagdes do tipo
frameshift, mesmo apdés a metabolizacdo, ou seja, indica também a presenca de
derivados metabdlitos capazes de causar mutacbes. Com a cepa TA97a, houve
relacdo dose-resposta chegando a uma razdo de mutagenicidade igual 1,9,

indicando indicios de mutagenicidade.
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B. ligustrifolia também induziu o dobro de revertentes na cepa TA98, na
auséncia de ativagdo metabdlica. Estes resultados indicam sua capacidade como

indutor de mutacdes do tipo frameshift.

Estudos anteriores demonstraram que o extrato metandlico de B. crassa
apresentou atividade mutagénica com o teste de Ames. A fragdo acetato permitiu o
isolamento  de  quercetina-3-O-3-D-galactopiranosideo, quercetina-3-0O-a-L-
arabinopiranosideo, amentoflavona, metil galato e (+)-catequina. Destes, apenas
amentoflavona apresentou atividade mutagénica, concluindo que a mutagenicidade
deste composto contribui para a atividade mutagénica do extrato (CARDOSO et al.,
2006).

Outro estudo demonstrou que os extratos metandlicos, hidrometandlicos e
cloroférmicos de B. intermedia foram avaliados pelo teste de Ames e a atividade
mutagénica foi negativa, mas o extrato metandlico apresentou sinais de atividade
mutagénica para as linhagens TA98 (+S9, -S9) e TA100 (-S9). A razédo de
mutagenicidade atingiu valores proximos a dois e o efeito dose resposta foi
significativo. A analise fitoquimica do extrato metandlico demonstrou a presenca de
(+)-catequina, (-)-epicatequina, quercetina-3-O-3-D-galactopiranosideo, metil galato,
acido galico, quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo, amentoflavona, quercetina,
quercetina-3-0O-(2”-O-galoil)- B -galactopiranosideo e quercetina-3-0O-(2"-O-galoil)- a
—arabinopiranosideo (SANNOMIYA et al., 2007).

Comparando-se os compostos presentes no extrato metandlico de B.
intermedia com o extrato de B. crassa, verificou-se um perfil semelhante, no entanto,
uma variagao na concentracao de amentoflavona explica os resultados obtidos. Em
B. crassa, a atividade mutagénica foi observada e o composto principal responsavel
era amentoflavona. Em B. intermedia, este biflavondide também estava presente,
mas em quantidades menores, justificando os sinais de atividade mutagénica
obtidos (CARDOSO et al.,2006; SANNOMIYA et al.,, 2007; SANNOMIYA et al.,
2004).
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Quercetina ou seus derivados sao flavondides sempre presentes nos extratos
de Byrsonima (CARDOSO et al., 2006; SANNOMIYA et al., 2007; LIRA et al., 2008)
e € conhecido por seu potencial mutagénico. Resende et al. (2012) demonstraram
que quercetina é altamente mutagénica nas linhagens TA98, TA100 e TA102 de S.
typhimurium induzindo uma razdo de mutagenicidade de 20,4 e este resultado

sugere a contribuicdo de quercetina para a mutagenicidade dessas espécies.

Segundo Rodrigues, (2007), o extrato metandlico de folhas de B.

coccolobifolia nao apresenta amentoflavona, mas apresenta quercetina.

A fitoquimica de todas as espécies de Byrsonima, publicadas até agora, séo
similares e, a maior parte delas elas possuem amentoflavona e quercetina, mas em
diferentes concentragbes. Provavelmente para a espécie B. ligustrifolia esses
flavonoides também contribuiram para a mutagenicidade observada. E para B.
coccolobifolia, como amentoflavona ndo estava presente em seu extrato metandlico,
provavelmente houve contribuicdo de quercetina e outros compostos ainda nao

identificados.

A deteccdo de genotoxicidade tem sido aconselhavel para se evitar o risco da
exposicao a genotéxicos, mutagenos e carcindgenos. No entanto, alguns compostos
genotoxicos ndo podem ser evitados, pois estdo presentes na poluigdo do ar, ou,
como alguns, podem ser encontrados em aditivos alimenticios. Além disso, alguns
grupos de drogas terapéuticas também podem ser genotdxicas. Estudos de
antimutagenicidade tém sido desenvolvidos para diminuir o risco da exposi¢ao a
esses agentes (ARRIAGA-ALBA et al.; 2013). Ha varios relatos na literatura de
plantas ou sucos de frutas com alguns componentes, como os polifendis, vitaminas,
terpenos e outros compostos organicos desconhecidos que tém sido relatados como

antimutagenos ou até mesmo como anticarcinogenos (ARRIAGA-ALBA et al., 2011).

Em um estudo, Ames et al., (1975), avaliaram e mutagenicidade de diversos
produtos comerciais, entre eles, tinturas de cabelo, amplamente utilizados por

mulheres de todas as idades. Concluiram que o NPD foi responsavel pela maior
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parte da mutagenicidade de tais corantes capilares que ndo requerem a ativagao

microssémica.

A MMC é um antibiotico (produzido por Streptomyces), utilizado na terapia do
cancer. E um composto oxidante, que gera espécies reativas de oxigénio, causando
danos ao DNA e deplecao das defesas antioxidantes endégenas (MORFFI et al.,
2012).

Algumas espécies de fungos, como Aspergillus, Penicillium e Fusarium podem
crescer em graos e produzir micotoxinas em diversos produtos alimentares. As
aflatoxinas, um grupo de micotoxinas, sdo um grupo de metabdlitos secundarios
altamente téxicos. S&o carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas e
imunossupresoras. A AFB; é a mais potente toxina e é classificada como
carcinogeno do grupo | pela Internation Agency for Reserarch on Cancer. Sao
encontradas principalmente em amendoim, milho e algodao (COLAK, et al. 2012;
IARC, 2002).

Uma das principais classes de agentes cancerigenos encontrados no tabaco sao
os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como o B[a]P. Esta classe é formada por
produtos de combustdo ubiquos e sdo abundantes em cigarro, exaustido de
automoveis e churrasco. O B[a]P deve ser metabolizado para produzir substancias
cancerigenas, formando aductos de DNA (SEN et al., 2012; XIAO & SINGH, 2007).

Desta forma, € interessante identificar compostos que possivelmente diminuam

estes efeitos.

Neste contexto, ha destaque para o conceito de quimioprevengdao. Como ja
mencionado, segundo Namasivayam (2011), a quimioprevengao pode ser definida
como prevencgao, inibicdo ou reversdo da carcinogénese, por administracdo de uma
ou mais entidades quimicas, sendo elas drogas individuais ou como constituintes de
ocorréncia natural da dieta. Um dos mecanismos da quimioprevencdo € a

antimutagénese.



72

Lira et al., (2008), demonstraram que o extrato de B. basiloba possui atividade
antimutagénica contra NPD, AFB;, B[a]P, AZS, MCC e peroxido de hidrogénio.

B. verbascifolia e B. correifolia avaliadas no presente estudo ndo apresentaram
atividade mutagénica para nenhuma das quatro linhagens e, desta forma, realizou-

se os estudos de antimutagenicidade com estes extratos.

Neste trabalho, B. verbascifolia e B. correifolia se apresentaram como forte
antimutagénicos frente ao NPD, pois, atingiram porcentual de inibicdo de 48% e
51%, respectivamente. As amostras foram capazes de prevenir mutagbes do tipo

frameshift.

Associadas a MMC, B. verbascifolia e B. correifolia, ndo apresentaram atividade
antimutagénica. No entanto, B. correifolia reduziu significantemente o numero de

revertentes em trés das cinco concentracdes utilizadas.

Em relacdo a AFB4, pode-se dizer que B. verbascifolia e B. correifolia se
apresentaram como forte antimutagénicos, chegando aos porcentuais de inibigao do
numero de revertentes de 91% e 80%, respectivamente. Isso demonstra o potencial
das amostras em ser utilizado como protetor frente a mutagenos indiretos, ou seja,
que precisam de metabolizagcdo. Além disso, B. verbascifolia apresentou porcentual
de inibicdo de 90% em quatro das cinco concentragdes utilizadas, ou seja, mesmo
aumentando a concentracdo do extrato, o porcentual de inibicdo continuou o

mesmo.

O mesmo pode-se dizer em relagdo ao B[a]P, visto que, B. verbascifolia
apresentou 82% de inibicao e B. correifolia 83%, podendo prevenir mutag¢des do tipo
frameshift e também sendo considerados como forte antimutagénicos. Além disso,
pode-se observar que as cinco concentragdes avaliadas de B. correifolia também
nao variaram quanto a dose-resposta, mantendo-se o porcentual de inibicdo entre

79-83%. Este dado reforga a eficacia deste extrato como bom protetor.

Pode-se observar que os extratos foram sempre considerados como forte

antimutagénicos, com excecdo quando associados a MMC. No entanto, os
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porcentuais de inibigdo frente aos mutagenos que necessitavam de ativagao
metabdlica foram muito maiores do que os que nao necessitavam. Estes dados
sugerem que estas espécies de Byrsonima possuem um efeito antimutagénico
melhor quando metabolizadas, ou seja, provavelmente apdés a metabolizacdo ha
algum derivado metabdlico que otimiza seu potencial antimutagénico. Frente ao
NPD, que foi testado na linhagem TA98(-S9), B. verbascifolia e B. correifolia
atingiram porcentuais de inibicdo de até 51%, mas, quando comparados com a
associacao com B[a]P, testado na mesma linhagem, mas na presenca de S9,

obteve-se porcentuais de inibicao de até 83%.

Mendanha et al., (2010), em estudos com extratos aquosos de B. verbascifolia
verificaram agado moduladora significativa contra danos induzidos por doxorrubicina
(conhecida por causar morte celular devido a danos no DNA) em células somaticas

de Drosophila melanogaster.

Estudos anteriores mostraram que ndo se observou atividade mutagénica para
os extratos metanodlicos e cloroférmicos de B. basiloba, no entanto, ambos extratos
demonstraram atividade antimutagénica. O maior porcentual de inibicdo atingido foi
89% com o extrato metandlico e a linhagem TA100, quando associado a AFB4 A
analise fitoquimica do extrato revelou a presenca de n-alcanos, lupeol, acido ursolico
e oleandlico, (+)-catequina, quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo, acido galico,
metil galato, amentoflavona, quercetina, quercetina-3-0O-(2”-O-galoil)-B-D-
galactopiranosideo, e quercetina-3-O-(2’-O-galoil)-a-L-arabinopiranosideo (LIRA et
al., 2008).

Embora o biflavondide amentoflavona tenha apresentado atividade
mutagénica, a quantidade deste composto presente no extrato metandlico de B.
basiloba (1,79 mg/g extrato) é muito menor do que a encontrada nos extratos de B.
crassa (17,04 mg/g de extrato) e B. intermedia (13,70 mg/g de extrato (LIRA et al.,
2008; SANNOMIYA et al., 2007).

Em seu estudo, Rinaldo et al. (2010) demonstraram que os extratos

metandlicos e infusdes de folhas de cinco espécies de Byrsonima foram analisadas.
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Somente em B. coccolobifolia nao foi possivel observar a presenca de catequinas e
epicatequinas. Nao obstante, nas outras quatro espécies analisadas, foi possivel
observar que os extratos metandlicos apresentaram quantidades maiores de
catequinas que as infusdes por grama de folhas. B. basiloba demonstrou altas
concentragbes de diasterdmeros de catequinas seguida por B. verbascifolia, B.

crassa, e B. intermedia.

Os resultados deste trabalho estdo de acordo com os mencionados
previamente. B. verbascifolia nao demonstrou atividade mutagénica, assim como B.
basiloba (Lira et al., 2008) e ambas sdo antimutagénicas. Todas elas demonstraram
altas concentragdes de catequinas (RINALDO et al., 2010), sugerindo que as
catequinas contribuem para a atividade antimutagénica. Este fato esta de acordo
com estudos que afirmam que catequinas sdo conhecidas por suas propriedades
antimutagénicas e cancer preventivo (BAUMEISTER, et al., 2012; XU et al., 2010).
De acordo com LIMA NETO (informagao pessoal) B. correifolia também possui

catequinas em sua constituigao.

Nao se pode deixar de enfatizar a excelente agao protetora de B. verbascfolia
e B. correifolia, especialmente com compostos que requerem a ativagcado metabdlica.
Estes extratos foram considerados como forte antimutagénicos contra trés das

quatro associagdes com mutagenos avaliadas.

Conforme o conceito de quimioprevengdo, aqui ja mencionado, por
Namasivayam, (2011), a quimioprevencédo pode ser definida como prevengédo da
carcinogénese, e um dos mecanismos envolvidos neste processo € a
antimutagénese. Assim, pode-se dizer que B. verbascifolia e B. correifolia foram

excelentes agentes quimiopreventivos.

Portanto, é importante a continuacao dos estudos de analise fitoquimica com

os extratos etandlicos para assegurar o conteudo quimico das espécies.

O estudo com plantas medicinais deve ser encorajado devido a varias

propriedades benéficas confirmadas e novas descobertas, e principalmente, para
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garantir a seguranga de seu uso, pois, como demonstrado, algumas espécies

podem causar riscos aos usuarios.
5.2 Atividade estrogénica

Como ja mencionado, desreguladores enddcrinos sdo compostos quimicos que
podem colocar em risco o equilibrio de hormonios esterdides no organismo (FRYE
et al., 2012). Os que mimetizam o estradiol sdo especialmente relevantes, tanto em
termos ambientais como de saude publica (GARCIA-REYERO et al., 2007).

Neste sentido, existem duas vertentes que justificam o interesse do estudo de
atividade estrogénica. Primeiramente, a possibilidade do uso como fitoestrégenos,
que podem ser definidos como compostos naturais ndo esteroidais, geralmente
constituintes de plantas ou seus metabdlitos, que induzem respostas biolégicas em
mamiferos, mimetizando ou modulando a ag&o de estrogenos enddégenos (MICHEL
et al.,, 2013). Outra vertente que justifica o estudo € o risco que compostos

estrogénicos apresentam como contaminantes ambientais.

Ettebong et al., (2011), avaliaram a atividade estrogénica e contraceptiva de
extratos etandlicos da planta medicinal Carpolobia lutea em roedores. Em baixas
doses, o0 extrato apresentou atividade estrogénica, enquanto em altas doses,
apresentou atividade antiestrogénica. Além disso, o extrato apresentou atividade
contraceptiva. Tais dados comprovam a importante atuacao de plantas medicinais

como compostos estrogénicos.

De acordo com Afeiche et al., (2013), produtos lacteos contém quantidades
mensuraveis de estrégenos, contribuindo para 60-80% da ingestdo de estrogenos
de origem alimentar. A ingestdo destes produtos, em garotos, causou aumento dos
niveis circulantes de horménio do crescimento e aumentou a excrecao de estrona,
estriol, estradiol (E2) e pregnanediol. Em homens, a ingestdo de laticinios esta

relacionada com a diminui¢ao da secre¢ao de LH, FSH e testosterona.
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Boldrin et al., (2013) em seus estudos, demonstraram que o extrato etandlico de
Crotalaria pallida, avaliados pelo ensaio RYA, é estrogénico e possui EEQ de 14,3

nM, enquanto o stigmasterol, uma substancia isolada possui EEQ de 122 nM.

Camargo et al., (2013), demonstraram que o nemorosone, composto majoritario
encontrado no prépolis Cubano, extraido de Clusia rosea, nao apresentou atividade

estrogénica quando avaliado pelos ensaios RYA e E-screen.

Resende et al., (2013), avaliaram a estrogenicidade de diversos flavondides
pelos Ensaios RYA e E-screen. O kaempferol foi 0 unico composto que demonstrou
atividade estrogénica pelo ensaio RYA, com EEQ de 6,74 nM. Além disso, foi
considerado um agonista pleno no ensaio proliferativo de células MCF-7 BUS. Os
compostos galangina, luotelina e fisetina embora ndao tenham sido considerados
estrogénicos pelo ensaio RYA, foram considerados como agonistas parciais no

ensaio de proliferagao celular E-screen.

Oliveira et al.,, (2013) avaliaram a estrogenicidade de plantas do género
Syngonanthus. Neste estudo, apenas o extrato metandlico da espécie S. nitens

possui potencial estrogénico, com EEQ de 14,74 nM.

Quando avaliadas pelo teste RYA, B. verbascifolia e B. coccolobifolia nao foram
consideradas estrogénicas. B. correifolia apresentou um EEQ no valor de 0,13 nM e
B. ligustrifolia no valor de 0,55 nM, evidenciando seus baixos potenciais
estrogénicos, quando comparados a outras plantas consideradas estrogénicas. A
analise estatistica de seus resultados, comparando-se as leituras no primeiro e no
vigésimo minuto, mostrou diferengas nao significativas. Isso demonstra que nao
houve aumento significativo da primeira para a ultima leitura, como ocorreu com o

controle positivo.

Em relagdo a citotoxicidade de 24 horas em células MCF-7 BUS, pode-se
observar que a viabilidade celular foi maior que 100% em todas os extratos testados,
e em todas as concentragdes. Atingiram-se viabilidades maiores que 200% em

todas as espécies e, em B. coccolobifolia atingiu-se viabilidade maior que 300%,
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indicando um possivel efeito proliferativo dos extratos. Este ensaio foi realizado na

auséncia de SBF e em meio DMEM com vermelho de fenol.

Durante o ensaio de citotoxicidade de 144 horas, observou-se que B.
verbascifolia e B. correifolia também nao foram citotdxicas e todas as viabilidades de
para todas as concentragdes testadas estavam préximas ou superiores a 100%. B.
ligustrifolia, embora nao tenha sido considerada citotdxica, em uma das
concentragbes chegou a apresentar viabilidade de 82%. B. coccolobifolia foi
considerada citotdxica, em sua concentragdo de 0,5 mg/pog¢o, mas nas outras
concentragdes avaliadas ndo houve citotoxicidade. B. coccolobifolia e B. ligustrifolia
apresentaram viabilidades superiores a 200%. Novamente, indicando um possivel
efeito proliferativo. Este ensaio ocorreu em meio DMEM com vermelho de fenol e

suplementado com 10% de SFB (devido ao longo periodo de incubagéo).

Comparando-se os resultados das citoxicidades de 24 e 144 horas pode-se
observar, no geral, uma discreta diminuicdo nas viabilidades maximas obtidas para
todas as amostras. Este fato pode ser explicado devido ao longo periodo de
incubacao, de seis dias, sem trocar o meio das células. Além disso, Berthois et al.,
(1986), observou que a proliferagao celular, em meio com vermelho de fenol, é

reduzida em altas concentragdes de soro.

Em relagdo ao ensaio de proliferacdo celular com células de cancer de mama
MCF-7 BUS, o ensaio E-screen, todas as amostras foram consideradas como nao
estrogénicas. B. verbascifolia e B. correifolia apresentaram EPR negativo para todas
as concentragdes testadas. Embora B. ligustrifolia e B. coccolobifolia apresentam
um EPR positivo, seus valores sao baixos e, conforme descrito por Kuch et al.,
(2010), também s&o consideradas como n&o estrogénicas. Além disso, o EPR obtido

por estes dois extratos nao foi considerado significativo durante a andlise estatistica.

Pode-se observar também, na amostra de B. coccolobifolia que nas
concentragbes do intervalo 0,125-0,5 mg/po¢co houve redugdo do crescimento
celular significativa, o que indica a possibilidade de citotoxicidade. No ensaio de

citotoxicidade de 144 horas, observa-se que a concentragao de 0,5 mg/pogo
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apresentou viabilidade de 75%, sendo considerada como citotdxica, confirmando o
resultado obtido no E-screen. Embora as concentragbes de 0,125 mg/pogo e 0,25
mg/pogo também tenham apresentado uma redugado significativa no ensaio E-

screen, durante o ensaio de citotoxicidade este fato ndo foi observado.

Durante o ensaio de E-screen, que foi realizado sem vermelho de fenol e com
soro livre de horménios, no entanto, ndo se observou efeito proliferativo. Uma
comparagao entre os resultados de citotoxicidade e E-screen pode ser visualizada
na Tabela 9, conforme as condi¢cdes de realizagdo de cada ensaio. Os resultados
compilados na tabela 9 sugerem que as altas viabilidades obtidas durante os
ensaios de citotoxicidade provavelmente ocorreram devido a interacao dos extratos
com o vermelho de fenol visto que, no ensaio do e-screen onde o vermelho de fenol
nao estava presente e o soro livre de hormdnios, nao foi verificada proliferacéao
celular. Além disso, nos ensaios de citotoxicidade em 24 horas (onde sé havia o
vermelho de fenol) foram obtidas viabilidades celulares semelhantes aos ensaios de
citotoxicidade em 144 horas (realizados em presenga de soro com horménios e

vermelho de fenol).

Tabela 9. Comparacao dos resultados de citotoxidade e E-screen

Condicgao realizada Possivel Efeito
Ensaio ] )
VF* SBF Amostra Proliferativo
Citotoxicidade 24 horas + - + Sim
Citotoxicidade de 144
+ + + S|m
horas
+
E-screen - (livre de + Nao
hormoénios)

*VF= Vermelho de fenol




79

Este resultado esta de acordo com Berthois et al., (1986) que provaram que o
vermelho de fenol possui atividade estrogénica significativa nas concentragbes de
15-45 pM (concentragdes encontradas nos meios de cultura). Ainda, segundo o
grupo, o vermelho de fenol se liga aos receptores de estrogenos das células MCF-7
com uma afinidade de 0,001% da do estradiol. Nas concentragdes presentes no
meio de cultura, o vermelho de fenol causa estimulagdo estrogénica parcial
aumentando o numero de células para 200%. Embora a afinidade pelo receptar seja
baixa, o vermelho de fenol esta presente em altas concentragcbes nos meios,

chegando a 45 yM nos meio DMEM.

Ainda neste mesmo estudo, Berthois et al., (1986), observaram que o soro altera
a taxa de proliferacao celular de MCF-7. Em meio completo, que continha 30 uM de
vermelho de fenol, a proliferagao celular foi maior em baixas concentragdes de soro
e foi substancialmente reduzida em altas concentragbes de soro (20%). Quando se
utilizou meio livre de vermelho fenol, a proliferagdo celular foi significantemente
diminuida em todas as concentragdes de soro. Além disso, o vermelho de fenol

estimulou a proliferacao celular de forma dose-dependente.

Nota-se que o vermelho de fenol possui certa semelhancga estrutural a alguns
estrogenos, e os grupos hidroxilas fendlicos estdo em posi¢gdes importantes para a
relacao estrutura atividade de moléculas estrogénicas (WELSHONS, et al., 1988),

conforme se visualiza na Figura 17.
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Figura 17. Estrutura de compostos estrogénicos (WELSHONS, et al., 1988)

Em seu estudo, Welshons et al., (1988), avaliaram diversas amostras comerciais
de vermelho de fenol e observaram que a atividade estrogénica variava de acordo
com os fornecedores. Propuseram que a atividade estrogénica predominante do
vermelho de fenol pode ser de um contaminante, fracamente soluvel em agua, em
vez do vermelho de fenol propriamente dito. A identidade deste material ainda era

desconhecida.

Rajendran et al., (1987), com os resultados de seus experimentos, discordam de
Berthois et al., (1986) na hipétese de que o vermelho de fenol poderia interagir com

o sitio de ligagao do estradiol no receptor estrogénico. Esta equipe observou que o
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vermelho de fenol causou ativagado do receptor e translocagao nuclear. Segundo
eles, o mecanismo pelo qual o vermelho de fenol ativa o receptor ainda nao é
compreendido, mas como seus experimentos nao demonstraram inibicao
competitiva da ligagdo do estrogeno, propuseram que o vermelho de fenol possui
efeito estrogénico através da ativagao de receptor citoplasmatico por interacdo com

um sitio distinto do sitio de ligagdo do estrogeno.

Desta forma, deve-se ressaltar que embora haja uma pequena resposta
estrogénica para B. correifolia e B. ligustrifolia no ensaio RYA e para B.

coccolobifolia e B. ligustrifolia no ensaio E-screen, este potencial nao foi significante.
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6. Conclusoes

6.1 Atividade mutagénica

- B. verbascifolia e B. correifolia nao foram capazes de induzir aumento no nimero
de revertentes em nenhuma das quatro linhagens de S. typhimurium, nado sendo,

entdo, consideradas mutagénicas para esse sistema.

-B. coccolobifolia apresentou atividade mutagénica frente a linhagem TA98 (na
presenga e auséncia de ativagdo metabdlica) e indicios de mutagenicidade frente a
linhagem TA97a na presenca de ativacdo metabdlica podendo ser considerada como

mutageno direto e indireto pelo mecanismo de frameshift.

-B. ligustrifolia apresentou atividade mutagénica frente a linhagem TA98, na
auséncia de S9 podendo ser considerado como mutageno direto pelo mecanismo de

frameshift.

-De acordo com os perfis fitoquimicos de espécies do mesmo género e também
pelos resultados da atividade mutagénica, sugere-se a contribuicdo da amentoflavona
e quercetina provavelmente em maior quantidade nos extratos mutagénicos, e em

menor quantidade nos n&do mutagénicos.

-E importante o estudo de avaliagdo da atividade mutagénica pois pode-se garantir
0 uso seguro de plantas. Embora haja muitos estudos sobre atividades biolégicas,

ainda ha poucos trabalhos garantindo a seguranca.
6.2 Atividade antimutagénica

-B. verbascifolia e B. correifolia podem ser consideradas antimutagénicas fortes

frente aos compostos NPD, AFB+ e B[a]P.

-B. verbascifolia e B. correifolia nao sdo consideradas como antimutagénicas

quando associadas a MMC.
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-B. verbascifolia e B. correifolia apresentaram maiores porcentuais de inibicao

quando submetidas a sistema de metabolizagéao.

-De acordo com os perfis fitoquimicos as catequinas possivelmente contribuiram

para a antimutagenicidade observada.
6.3 Atividade estrogénica

- No teste RYA os extratos de B. verbascifolia e B. coccolobifolia nao foram
estrogénicos e os extratos de B. correifolia e B. ligustrifolia, apresentaram um fraco
potencial estrogénico, demonstrando uma baixa interagdo com o receptor de

estrégenos.

- No ensaio E-screen, B. verbascifolia, B. correifolia, B. coccolobifolia e B. ligustrifolia
nao induziram proliferagao celular das células MCF-7 BUS o que indica auséncia de

estrogenicidade.

-Os ensaios de citotoxicidade de 24 e 144 horas bem como os ensaios de proliferacéo
para as células MCF-7 BUS, deixam claro a influencia da interagdo do vermelho de

fenol e amostras nos resultados obtidos.
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ANEXO I: Lista de solu¢gdes e meios utilizados
Ensaios de mutagenicidade:
- Caldo nutriente:
Meio OXOid.......uoeieeieieeee e 0,759

Agua destilada .S.p...ccveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30mL
Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Top agar:

AQAC . 1,29
NaCH .. 1,09
agua destilada q.S.p...cvveeeiiiiii e 200mL

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Solugao de Histidina/Biotina (0,5 mM):

Biotina......coiiieeeee 0,00247g
Histidina.........ooeviiiiieee e, 0,00192g
Agua destilada (45°C) q.S.P-vvevevveeeeeeeeeerenen. 20mL

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

-Agar minimo glicosado (AGM):

Glicose 40%: 25mL/465mL de meio (45 mL agua destilada + 20g glicose) ou Glicose
8% (50 mL de agua + 4g de glicose); VB: 10 mL/465 mL de meio.

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- VB (Vogel Bonner E):

Sulfato de magnésio...........ccceeeeeeiiiiiiiiiniiiien. 0,759
ACIO CItIICO. .o 7,59
Fosfato de potassio dibasico...........cccccceerinnninne 37,59
Fosfato de sédio € amonio........cccveevevveneeeennnen, 13,139
Agua destilada (45°C)......cveveereeeeieeeeeeeeen, 50,25mL

Dissolver os reagentes (1-4) sequencialmente na agua, mantendo a temperatura em
45°C (banho quente).
Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Tampéao fosfato (0,2 M):

Solugao estoque A:

2,849 (NazHPO,).....cooiee, 100mL(agua destilada)
Solugao estoque B:

2,769 (NaH2PO,).....cooeie, 100mLagua destilada)
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Solugao de uso: Misturar aproximadamente 30 mL da solugcédo A e aproximadamente
7mL da solugéo B. Ajustar o pH (7,4).
Autoclavar (121°C, 15 minutos).

-Mistura S9:

Agua miliQ estéril....................... 19,75 mL

Tampao fosfato..........ccceeeeee 25 mL

NADP (freezer).......ccccoviiviiivieennnnnn. 2mL

Glicose-6-fosfato (geladeira).......... 250 L

MgCl (geladeira)............coecnunnnnnee. 500 L

O] 500 pL

Fragcédo S9 (-80C)........cccuunnen. Dissolvida em 2ml de agua milQ estéril

- Solugcao de MgCl (0,4 M):
MQCl2.6H20........ccoiee e 0,16269g
H20 destilada..........ccccviviiiiiieiieeeeeen 2mL
Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Solugao de KCI (1,65M):

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Solucéo de glicose 6-fosfato (G-6-P) 1M:

GB-Peeee 0,08463¢g
H20 destilada (estéril).........ccccoiniiiiiiiiiiiinnenen. 300 uL

- Solugdo NAPD (0.1 M):

NAPD. ... 0,15308g
H20 destilada (estéril)..........ccccveiiiiiiiiiiininee. 2mL

- Azida sddica:
10 mL agua destilada estéril...........ccccoeeveeennne. 0,00025¢g

- 4-nitro-o-fenilenodiamina:
BML DMSO... i 0,001g

- Mitomicina C:
10 mL agua destilada estéril.........c..cccccoeeeeeeenn. 0,0001¢g

- 2-aminoantraceno:
TOML DMSO... e 0,00025 g
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- Benzo[a]pireno:

TOML DMSO..cuuiiiiee e 0,0002¢g
- Aflatoxina B

TOML DMSO..cuueiiiieee e 0,0001g
- 2-aminofluoreno:

TOML DMSO..cuuniiiiee e 0,00025¢g
Ensaio RYA

- Meio YPD

Extrato levedura..........ccccoceeiiiiiiiiiec e, 10g
Peptona........ccoooeeiiii e, 20g
Agua MIlIQ........cveeeeeeeeeeee e 900 mL
GlICOSE 40%0.ccniiieiiiiie e 50mL

- Ajustar o pH para 5,5 com HCI antes de completar o volume com agua (1 L no
final).
Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Meio Minimo (MM)

Yeast Nitrogen Base...........ccccceeeiiiiiiniiiiiiine. 1,79

Sulfato de Amonio (NH4)2SOy4....coveevveeevviiiiiiiiineees 59

Agua Mili Q... 1,0L

Adicionar (solugdes preparadas e autoclavadas separadamente):
Glicose 40%.......cccoeeeeiiiiiiiiieeeeeee s 50 mL

Metionina 10%........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiceceeeeeeeee, 1mL

Histidina 10%....ccooviiiiieiieeecceeeeeeee e, 1mL

Ajustar o pH para 5,5 com HCI antes de completar o volume com agua (1 L no final).
Autoclavar (121°C, 15 minutos).
Para meio sélidoa crescentar agar (20 g/L)

-Metionina 10%

Metionina.........ooiuiii e 0,19
Agua MiliQ........coeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1mL
-Histidina 10%:

Histidina.........oiieie e 0,19
Agua MiliQ........coeeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1mL
-MuGal

TAMPAO Z.....ooeeiei e 100 mL
¥Triton X — 100 10%....cceeiiiei e, 1mL

FESDS 10%0. e 1 mL
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Mercaptoetanol (Usar na capela)....................... 70 uL
MUGAL.....oo 21 mg
-Triton X — 100 10% (liquido):

Triton X — 100.. ... 0,1 mL
Agua MIlIQ........oveeeeeeeeeeee e 0,9 mL
-SDS 10% (em po):

S S—————— 100 mg
Agua MIlIQ........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1 mL
-Tampéo Z

NazPOs — 60 MM......iiiiiieeee e 8,52 ¢
NaH2PO4— 40 MM.....oooviiiieiiiiieieeeee e, 5529
KCl—=10 MM, 0,75 ¢
MgSO4,7 HO—1mM......ooo, 1 mL
Agua MIliQ.........cooeeieeeeeeeee e completar para 1 L

Ajustar o pH para 7,0 (se precisar) com HCI antes de completar o volume de agua.
Nao precisa autoclavar,

-MgSO4 7 H,O -1 mM

MgSO4 7.H,O =1 mM......oee 12,329

Agua MIlIQ........oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50 mL

Ensaios com cultivos celulares:
- Meio DMEM:

DMEM (Sigma)......ccooeeriiiiiiiiiiiiieeee e 10g
NAHCO3. .. 1,29
HEPES. ... e 2,38¢g
Suspenséo de antibidtico e antimicético (100x)...10mL
Agua destilada.............cocooeveeeeeeeeeeeeee, 1000mL

O pH foi ajustado a pH a 7,2 a 7,4, com &cido cloridrico 1N (88,2% (v/v) acido
cloridrico em agua destilada) ou hidréxido de s6dio1N (4% (m/v) hidréxido de sodio
em agua destilada).

Esterilizacao em sistema de filtragdo a vacuo, com membrana de poros de 0,22 um
de didametro (Corning Incorporated, Acton MA, USA) e aliquotado para ser estocado
sob congelamento (-20°C).

- PBS(Phosphate Buffered Saline)

NaCH . 89
NAZHPO 4. ..o 11,1580g
KH2PO4 ... 69

Agua destilada.........ccooeoveeeeeeeee e 1000mL

O pH foi ajustado a 7,0.



Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Solucao de acido tricloroacético 10%:

Acido tricloroacético..........c.ceeveveeeveeereennn 100g
Agua destilada.............coocooeveeeereeeeeeeen 1000mL
Dissolver bem o acido em agua e armazenar a 4°C.

- Solucao de sulforodamina-B 0,4% em acido acético 1%:
Sulforodamina-B............ccoooiiiiiiii, 0,49
Acido ac8tico 1%......ceveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100mL

- Tampéao TRIS Base 10mM, pH 10:

TRIS BaSE.....coeeeeeeeeeee e 1,21g

Agua destilada............ocoocooeveeeeeeeeeeeeen 1000mL

Dissolver bem, o pH foi ajustado a 10,5 e armazenarem temperatura ambiente.

- Solugdo NaOH 10N:

TRIS BaSE.....coeeieeeeeeeee e 1,21g
Agua destilada.........ccooeeveeeeeieeeeeeeeeeeeeeee 1000mL
Dissolver bem e armazenar em temperatura ambiente.

- 17-B- estradiol (1mM)
17-B- estradiol...........coooiiiiiiii e, 1mg
Etanol absoluto P.A..........cco e, 4 mL

100
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: In various regions of Brazil, several species of the genus
Byrsonima (Malpighiaceae) are widely used to treat gastrointestinal complications. This
genus has about 150 species with remarkable neotropical distribution. Studies have identified
various biological activities in these plants, especially antioxidant, antimicrobial (including
action against bacteria, fungi and protozoa) and topical and systemic anti-inflammatory
activities. The aim of the study was to investigate the mutagenicity and antimutagenicity of
ethanolic extracts of six species of Byrsonima: B.verbascifolia, B. correifolia, B.
coccolobifolia, B. ligustrifolia, B. fagifolia and B. intermedia by the Salmonella microsome
assay.

Methods: Mutagenic and antimutagenic activity was evaluated by the Sa/monella/microsome
assay (Ames test), with the Salmonella typhimurium tester strains TA100, TA98, TA97a and
TA102, with (+S9) and without (—S9) metabolization, by the preincubation method.

Results: Only B. coccolobifolia and B. ligustrifolia showed mutagenic activity. However, B.
verbascifolia, B. correifolia, B. fagifolia and B. intermedia were found to be strongly
antimutagenic against at least one of the mutagens tested.

Conclusions: These results contribute to valuable data on the safe use of medicinal plants and
the benefits of their chemopreventive effects.

Keywords: mutagenicity; antimutagenicity; Byrsonima spp; Ames test.



1. Introduction

The use of medicinal plants in folk medicine is based on empirical knowledge
gathered for centuries by diverse ethnic groups, ever since people resorted to the world
around them for remedies which could alleviate pain and cure illnesses. This knowledge,
based on daily experiences and passed down from generation to generation, constitutes the

origin of modern medicine (De Pasquale, 1984; Mendanha et al., 2010).

One of the several reasons to take an interest in medicinal plants is that a large
percentage of the world’s population does not have access to conventional pharmacological
treatment, and folk medicine and ecological awareness suggest that “natural” products are
harmless (Rates, 2001). Thus, it is more than a habit and more than belief that impels much of
the population, who cannot afford allopathic medicines, to use herbal medicine, which ends

up being the only way to treat their illnesses.

At present, particularly in developing countries, medicinal plants continue to be the
main source of medication. It has been estimated that approximately 80% of the world's
inhabitants and 88% of the inhabitants of less developed third world countries rely mainly on
traditional medicine for their primary health care systems, especially in China, Mexico,
Nigeria, and Thailand (Tangjitman et al., 2013). Many living in the developed countries also
have a high regard for traditional medicine as a solution, in response to the constantly

increasing medical expenditure (Guo et al., 2013).

In various regions of Brazil, several species of the genus Byrsonima are widely used in
the treatment of gastrointestinal problems. The Byrsonima genus (Malpighiaceae) has about
150 species with remarkable neotropical distribution. Studies have confirmed a number of
different biological activities in these plants, especially antioxidant, antimicrobial (against
bacteria, fungi and protozoa) and topical and systemic anti-inflammatory activities.
Phytochemically, this genus has been noted for the presence of flavonoids and triterpenoids

(Guilhon-Simplicio et al., 2012).

Chemicals that can induce mutations in a species can potentially damage its germ line,
leading to fertility problems and to mutations in future generations. Mutagenic chemicals are

also capable of inducing cancer, and this concern has driven most of the mutagenicity testing



programs (Mortelmans & Zeiger, 2000). There is increasing evidence that mutations in
somatic cells are not only involved in carcinogenesis but do also play a role in the
pathogenesis of other chronic degenerative diseases, such as atherosclerosis and heart
diseases, which are the leading causes of death in the human population (De Flora, 1998).
The identification of substances capable of inducing mutations has thus become an important

procedure in safety assessment (Mortelmans & Zeiger, 2000).

On the other hand, cancer chemoprevention can be defined as the prevention,
inhibition, or reversal of carcinogenesis by the administration of one or more chemical
substances, either as individual drugs or as naturally occurring constituents of the diet

(Namasivayam, 2011; Morse & Stoner, 1993).

In our daily life, we contacted several compounds with mutagenic potential. These
compounds are present in air contaminated with pollutants from industry and traffic, in
cosmetics and even in most processed foods consumed nowadays. Thus, it is interesting to

identify compounds that potentially combat these mutagenic effects.

In a previous study, the methanolic extract of Byrsonima crassa showed mutagenic
activity in the Ames test with Salmonella typhimurium strain TA98, without the metabolic
activation system (S9), and amentoflavone, one of the metabolites isolated from the ethyl
acetate fraction of this specie, gave positive results for mutagenicity (Cardoso et al., 2006).
The methanolic extract of B. intermedia demonstrated signs of mutagenic activity in the

strains TA98 and TA100 in Ames assay (Sannomiya et al., 2007).

Methanolic and chloroform extracts of Byrsonima basiloba were tested for
mutagenicity and antimutagenicity. No mutagenic activity was observed in either extract.
However, both extracts showed antimutagenic activity against direct and indirect mutagens

(Lira et al., 2008).

Considering the popular use of these plants, their pharmacological potential and
demonstrated activity, the risk of using medicinal extracts without detailed investigation and
the need to find chemopreventive substances, the aim of this study was to assess the

mutagenic and antimutagenic activity of ethanolic extracts of six species (Byrsonima



verbascifolia, Byrsonima correifolia, Byrsonima coccolobifolia, Bysonima ligustrifolia,
Byrsonima fagifolia and Byrsonima intermedia) by the Ames test, using direct and indirect

mutagens.
2. Material and methods
2.1. Chemicals

Dimethylsulfoxide (DMSO), nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium salt
(NADP), D-glucose-6-phosphate disodium salt, magnesium chloride, L-histidine
monohydrate, D-biotin, sodium azide (SAZ), 2-anthramine (2-AA), 4-nitro-o-
phenylenediamine (NPD), mitomycinC (MMC), 2-aminofluorene (2-AF), benzo[a]pyrene
(B[a]P) and aflatoxin B, (AFB,;) were purchased from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO,
USA). Oxoid Nutrient Broth No. 2 (Oxoid, England) was used as the bacterial culture
medium. D-Glucose, magnesium sulfate, citric acid monohydrate, anhydrous dibasic
potassium phosphate, sodium ammonium phosphate, monobasic sodium phosphate, dibasic
sodium phosphate and sodium chloride were purchased from Merck (Whitehouse Station, NJ,

USA).
2.2. Plant material and extraction

Leaves of B. coccolobifolia were collected at Itirapina, SP, Brazil, and leaves of B.
intermedia were collecteted at Pratania, SP, Brazil. They were identified by Dr. Jorge
Tamashiro of the Institute of Bioscience of the State University of Campinas (IB-
UNICAMP), and dried specimens, numbered 1397 and 1426, respectively, were deposited at
UNICAMP Herbarium.

Leaves of B. correifolia were collected at José de Freitas, PI, Brazil, by José de Sousa
Lima Neto, and a specimen, numbered 27151, can be found in the Graziella Barroso

Herbariun, in the Federal University of Piaui, Teresina.

Leaves of B. fagifolia and B. verbascifolia were collected at Porto Nacional, TO,

Brazil. They were identified by Dr. Eduardo Ribeiro dos Santos and dried specimens,



numbered, 743 and 481, respectively, were deposited at the herbarium of the Federal

University of Tocantins.

Leaves of B. ligustrifolia were collected at Pratania, SP, Brazil by Dr. Luiz Fernando
R. de Almeida and were authenticated by José¢ Clemente Campos of the Institute of
Bioscience of the Sdo Paulo State University (UNESP), in Botucatu, SP. A dried specimen,

number 24164, was deposited in the herbarium of the Institute.

The leaves were separated from the aerial parts of the plants, dried at 40 ° C to
constant mass and then pulverized and stored in the dark, under cool, dry condition, until

used.

Hydroethanolic extracts were prepared in 7: 3 (v/v) ethanol / water, in a stainless steel
percolator (20 L). The leaf powder was previously swollen for 2 hours in the solvent before
packing the percolator, with a solvent: leaf powder ratio of 5:1 (w/w). The percolation was
performed at a moderate flow rate of 2 mL / min / kg. The solvent was eliminated from the
extract in a rotatory evaporator (Heidolph Laborota 4001), equipped with low- pressure pump
control with a Heidolph Rotavac Control valve. The residual water extract was dried in a
Micro Module freeze-dyer (Savant Instruments Inc.). The dried extract was powdered and

stored in amber bottles at 4 ° C.
2. 3. Mutagenicity test

Mutagenicity was assessed by the Ames test (Salmonella/microsome assay), with a
preincubation for 20 minutes, with (+S9) and without (-S9) metabolic activation. The
Salmonella typhimurium tester strains, TA98, TA100, TA97a and TA102, were kindly
provided by Dr. B.N. Ames (Berkeley, CA, USA) (Maron & Ames, 1983; Mortelmans &
Zeiger, 2000). These strains were grown overnight from frozen cultures for 12—14h in Oxoid
Nutrient Broth No. 2. The metabolic activation mixture (S9 fraction), prepared from livers of
Sprague—Dawley rats treated with the polychlorinated biphenyl mixture Aroclor 1254 (500
mg/kg), was purchased from Molecular Toxicology Inc. (Boone, NC, USA) and freshly
prepared before each test. The metabolic activation system consisted of 4% S9 fraction, 1%

0.4 M MgCl12, 1% 1.65 M KCl, 0.5% 1 M D-glucose-6-phosphate disodium and 4% 0.1 M



NADP, 50% 0.2 M phosphate buffer and 39.5% sterile distilled water (Maron & Ames,
1983).

To assay mutagenic activity, five different concentrations of each dry extract(in
mg/plate:0.20-16.7 for B. verbascifolia , 0.52-16.7 for B. correifolia, 0.52-16.0 for B.
coccolobifolia, 0.02-18.0 for B. ligustrifolia, 0.6-5.0 for B. fagifolia and B. intermedia),
dissolved in DMSO, were tested. The extract concentrations were selected on the basis of a
preliminary toxicity test. In all subsequent assays, the upper limit of the dose range tested was
either the highest non-toxic dose or the lowest toxic dose determined in this preliminary
assay. Toxicity was detected either as a reduction in the number of histidine revertants (His+)

or as a thinning of the auxotrophic background lawn.

The various concentrations of extracts to be tested were added to 0.5 mL of 0.2 M
phosphate buffer or to 0.5 mL of 4% S9 mixture, plus 0.1 mL of bacterial culture and then
incubated at 37°C for 20—30 min. Next, 2 mL of top agar was added and the mixture poured

on to a plate containing minimal agar.

The plates were incubated at 37°C for 48 h and the His+ revertant colonies were
counted manually. All experiments were done in triplicate. The results were analyzed with the
statistical software package Salanal 1.0 (U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring
Systems Laboratory, Las Vegas, NV, from the Research Triangle Institute, RTP, NC, USA),
adopting the model of Bernstein et al. (1982). The data (revertants/plate) were assessed by
means of the analysis of variance (ANOVA), followed by linear regression. The mutagenicity
ratio (MR) was also calculated for each concentration tested, this being the mean number of
revertants per plate with the test compound divided by the mean number of revertants per
plate with the negative (solvent) control. The sample was considered mutagenic when a dose—
response relationship was detected and a two-fold increase in the number of mutants (MR>2)
was observed for at least one concentration (Mortelmans & Zeiger, 2000). The standard
mutagens used as positive controls in experiments without the S9 mix were NPD (10
ug/plate), for TA98 and TA97a, SAZ (2.5 pg/plate) for TA100 and MMC (0.5 pg/plate) for
TA102. In experiments with S9 activation, 2-AA (1.5 pg/plate) was used with TA98, TA97a
and TA100 and 2-AF (5 pg/plate) with TA102. DMSO served as negative (solvent) control.



2.4. Antimutagenicity test

Only extracts considered non-mutagenic were subjected to this test. Employing the
method of preincubation in plates, developed by Maron and Ames, (1983). Five different
concentrations of extracts (in mg/plate, 0.013-2.000 for B. verbascifolia, 0.008-4.000 for B.
correifolia, 0.010-0.500 for B. fagifolia and 0.007-0.250 for B. intermedia) were associated
with known mutagens in tests with and without metabolic activation, using S. typhimurium
tester strains TA98, TA100 and TA102. In the tests without metabolic activation, the mutagen
NPD (10.0 pg/ plate) was used for TA98 and MMC (0.5 ng/ plate) for TA102, while in those
with metabolic activation, 1.0 pg/ plate of B[a]P was used for TA98 and 0.5 pg/ plate of
AFB, for TA100. The extracts were mixed with 0.5 mL of 0.2 M phosphate buffer or (for
activation) 0.5 mL of 4% S9 mixture, 0.1 mL of bacterial culture and the mutagen and
incubated at 37°C for 20-30 minutes. After incubation, 2 mL of top agar was added, and the
content of each tube was lightly homogenized and poured onto a plate with glucose minimal
agar. After solidification of the top agar, the plates were incubated for 48 hours at 37°C, and
the number of revertant colonies per plate was counted. The entire assay was performed in

triplicate (Lira et al., 2008; Resende et al., 2012a).

The results were analyzed with the statistical software GraphPad Prism 5. The data
(revertants/plate) were assessed by analysis of variance (one-way ANOVA), followed by

Tukey’s test.

The antimutagenicity results were expressed as percent inhibition (the ability of the
compounds to inhibit the action of the known mutagen), calculated as described by Tachino et

al. (1994):
Inhibition (%) = 100 — [(T/M)x100]

where T is the number of revertant colonies in the plate containing mutagen and compounds

and M is the number of revertant colonies in the plate containing only the mutagen.

Results were interpreted as no antimutagenic effect when the inhibition was lower
than 25%, a moderate effect for a value between 25% and 40% and strong antimutagenicity

for values greater than 40% (Neigi et al., 2003; Resende et al., 2012a).



Cell viability was also determined in each antimutagenesis experiment, to assess the
potential bactericidal effect of the mutagens and associations. A sample was considered
bactericidal when the number of viable bacterial cells was less than 60% of that observed in

the negative control (Vargas, et al., 1993; Lira et al., 2008).
3. Results
3.1. Mutagenicity test

The mutagenicity was determined from the mean number of revertants/plate, the
standard deviation (SD) and the MR after treatment with the five concentrations of the leaf
extracts, with S. typhimurium strains TA98, TA100, Ta97a and TA102, with and without S9.
Table 1 and Table 2 show the results for the B. verbascifolia, B. correifolia, B. fagifolia and
B. intermedia extracts. None of them doubled or more than doubled the number of revertant
colonies in the negative control, at any concentrations tested, in the presence or absence of
S9. Thus, the mutagenic activity was considered absent from all these strains. However, B.
coccolobifolia and B. ligustrifolia did demonstrate mutagenic activity. B. coccolobifolia, in
the absence of S9, showed activity in TA98, with a dose-response relationship reaching a
mutagenic ratio of 2.8. In the presence of S9, in the same strain, at all concentrations tested,
this extract reached a mutagenic ratio higher than 2.0. In strain TA97a, in the presence of S9,
B. coccolobifolia showed a dose-response relationship and reached, at the highest
concentration tested, a mutagenic ratio of 1.9. B. ligustrifolia, in TA98 without S9, reached a

mutagenic ratio of 2.0 at the two highest concentrations tested.
3.2. Antimutagenicity test

The antimutagenicity of each extract was assessed from the mean number of
revertants/plate, the standard deviation (SD) and the percent inhibition (% I) of the mutagenic
activity of NPD, MMC, AFB; and B[a]P on treatment with the five concentrations of the
extract. The results are displayed in Table 3 and Table 4. B.verbascifolia extract can be
considered a strong antimutagen against NPD, as it showed more than 40% in inhibition at
two of the concentrations tested. When tested with MMC, this extract did not show

antimutagenic activity; however, with AFBy, all five concentrations tested showed more than



40% inhibition, and concentrations in the range of 0.25-2 mg/plate achieved 91% inhibition,
thus, being considered very strongly antimutagenic. Against B[a]P, the five tested
concentrations of the extract of B. verbascifolia also showed more than 40% inhibition and
the highest concentration attained 82%, ranking it as strongly antimutagenic.

B. correifolia extract also showed strong antimutagenic activity against NPD, as it
induced more than 40% inhibition in four of the five concentrations tested. However, against
MMC, the extract was not antimutagenic. When mixed with AFB,, all five tested
concentrations of the extract showed inhibition exceeding 40%, reaching 80% at one
concentration. Thus, B. correifolia had strong antimutagenic activity. Associated with B[a]P,
all five concentrations of the extract of B. correifolia tested showed inhibition of revertants
around 80%, reaching 83% at one concentration, representing very high antimutagenicity.
Although B. correifolia was not considered antimutagenic against MMC, it demonstrated a
potential for significant reduction in the numbers of revertants. Extract of B. fagifolia and B.
intermedia can be described as moderately antimutagenic against NPD, as they inhibited 36%
and 30% of revertants, respectively. Against MMC, these extracts did not show antimutagenic
activity. When associated with AFB;, these extracts showed 36% and 32% inhibition,
respectively, and can be considered moderately antimutagenic. Associated with B[a]P, the
extracts induced inhibition greater than 40%, achieving 76% and 77%, respectively, ranking

them as strongly antimutagenic.

4. Discussion and Conclusions

In Brazil, plants of the genus Byrsonima (Malpighiaceae) represent a rich source of
catechin and epicatechin derivatives. This genus is used in folk medicine for the treatment of
gastric ulcers, inflammation, skin infections, fever and asthma. They are popularly known as
““murici-vermelho’” or ‘‘murici-cascudo’’ and they grow wild in the cerrado (savannah-like)
vegetation of Brazil. Byrsonima species have been scientifically proven to possess several
pharmacological activities, such as antiulcerogenic, mutagenic and antimicrobial (Rinaldo et

al., 2010).

The Ames test can be used to assess the safety of taking a plant medicine, without a

detailed analysis. This test is recommended for the initial screening of medicinal plants, since



studies have shown that the incidence of carcinogens identified as mutagens in such tests

ranges from about 50% to 90% (Zeiger, 2001; Abdillahi, 2012).

The results of this study demonstrate an absence of mutagenic activity in extracts of B.
verbascifolia, B. correifolia, B. fagifolia and B. intermedia, at all the concentrations tested on
the four S. typhimurium strains, since the number of revertant colonies observed in each test
was less than twice the number of revertant colonies in the negative control (Mortelmans &
Zeiger, 2000). However, B. coccolobifolia extract doubled the number of revertant colonies in
strain TA98, both in the presence and in the absence of metabolic activation, suggesting an
ability to cause frameshift mutations, before and even after being metabolized, indicating the
presence of metabolites derived from the extract capable of causing mutation. With strain
TA97a, the dose-response for B. coccolobifolia went up to a mutagenicity ratio of 1.9, giving
evidence of mutagenicity. B. ligustrifolia also doubled the number of revertant colonies in
strain TA98 in the absence of metabolic activation and can be considered an inducer of

frameshift mutations.

In a previous study we showed that a methanolic extract of B. crassa exhibited
mutagenic activity in the Ames test. The following compounds were isolated from the acetate
fraction: quercetin-3-0-B-p-galactopyranoside, quercetin-3-0-0-; -arabinopyranoside,
amentoflavone, methyl gallate and (+)-catechin. Among these, only amentoflavone exhibited
positive mutagenicity. Therefore, this compound contributes to the mutagenic activity

observed in the methanol extract (Cardoso et al., 2006).

In another study, methanol, hydromethanol and chloroform extracts of B. intermedia
were assessed for mutagenicity by the Ames test and mutagenic activity was not observed, in
any extract, but the methanol extract showed signs of mutagenicity to the strains TA98
(+59,-S9) and TA100 (—=S9). The values of the mutagenic ratio (MR) were close to 2, and the
dose-response effect was significant. Phytochemical analysis of the methanol extract
furnished (+)-catechin, (—)-epicatechin, quercetin-3-O-p-p-galactopyranoside, methyl gallate,
gallic acid, quercetin-3-O-o--arabinopyranoside, amentoflavone, quercetin, quercetin-3-O-
(27-0-galloyl)- B -galactopyranoside and quercetin-3-O-(2”-O-galloyl)- o -arabinopyranoside
(Sannomiya et al., 2007).



Comparing the compounds in the methanol extracts of B. intermedia with those from
B. crassa (Sannomiya et al., 2004), similar profiles were observed, but a difference was seen
in the flavonol concentration and the difference in the amentoflavone content explains the
results obtained. In B. crassa, mutagenic activity was observed and the main compound of the
extract responsible for this effect was amentoflavone (Cardoso et al., 2006). In B. intermedia,
this biflavonol is also present, but in smaller amounts, explaining the signs of mutagenic

activity obtained in the assays with Salmonella (Sannomiya et al., 2007).

Quercetin is a compound that is always present in Byrsonima extracts (Cardoso et al.,
2006; Sannomiya et al., 2007; Lira et al., 2008). It is a flavonoid known for its mutagenic
potential. Resende et al. (2012) showed that quercetin is highly mutagenic in TA98, TA100
and TA102 . This compound has been observed to induce a mutation ratio of 20.4, suggesting
that quercetin contributes to mutagenic potential of this genus.

For the ethanolic extract of B. intermedia and B. fagifolia, the results obtained in these
work are also similar to results described for the methanolic extract extract (Sannomiya et al.,
2007; Lima et al., 2008). This fact suggests that the methanol and ethanol extracts are similar

in composition.

The detection of genotoxicity is highly advisable, so as to avoid the risk of genotoxic
exposure to mutagens and carcinogens. However, some genotoxic compounds cannot be
completely avoided because they are air pollutants, or some might be ingested as food
contaminants. Also, some therapeutic drugs belong to an important group of genotoxic
compounds. Antimutagenicity studies have been developed to diminish the risk in the event
of genotoxic exposure (Arriaga-Alba et al., 2013). There have been several reports in the
literature, that medicinal plants or fruit juice have components such as polyphenols, vitamins,
chlorophylls, terpenes and unknown organic compounds, which are described as

antimutagens and perhaps anticarcinogens (Arriaga-Alba et al., 2011).

In the present study, B. verbascifolia and B. correifolia extracts acted as strong
antimutagens against NPD, inhibition up to 48% and 51% of induced revertants, respectively.
B. fagifolia and B. intermedia were moderately antimutagenic, and their percentages of

inhibition reached 36% and 30%. These extracts were able to prevent frameshift mutations.



When combined with MMC, none of the species could be considered antimutagenic,
although, B. correifolia extract reduced significantly the number of revertants at several

doses.

Against AFB,, B. verbascifolia and B. correifolia performed as strongly
antimutagenic, reaching inhibition levels of 91% and 80% of revertants, respectively. It
should be emphasized that when the concentration of the B. verbascifolia extract was varied,
the inhibition remained at 91%, which reinforces its protective potential. B. fagifolia and B.
intermedia were moderately antimutagenic in these tests, reaching 36% and 32% inhibition,
respectively. This demonstrates the potential of these extracts to be used as protective agents

against indirect mutagens, which require metabolic activation.

Against B[a]P all species showed strong antimutagenicity and may be able to prevent
frameshift mutations. B. verbascifolia reached a level of inhibition of 82%, B. correifolia
83%, B. fagifolia 76% and B. intermedia 77%. It should be emphasized that even when
varying the concentration of the B. correifolia extract, the percentages of inhibition remained

very close to each other (at 82-83%), confirming its protective potential.

In previous studies, no mutagenic activity was observed in methanolic and
chloroformic extracts of B. basiloba, however, both extracts showed antimutagenic activity.
The highest inhibition level (89%) was obtained with the MeOH extract, in the strain TA100
in the presence of AFB; Phytochemical analysis of these extracts revealed the presence of n-
alkanes, lupeol, wursolic and oleanolic acid, (+)-catechin, quercetin-3-O-o--
arabinopyranoside, gallic acid, methyl gallate, amentoflavone, quercetin, quercetin-3-O-(2"-
O-galloyl)-B-p-galactopyranoside, and quercetin-3-O-(2”-O-galloyl)-a-;-arabinopyranoside
(Lira et al., 2008).

Despite the fact that the biflavonoid amentoflavone showed mutagenic activity, the
amount of this compound found in the MeOH extract of B. basiloba (1.79 mg/g of methanolic
extract) was much smaller than that found in the B. crassa (17.04 mg/g of methanolic extract)
and B. intermedia (13.70 mg/g of methanolic extract) extracts (Lira et al., 2008; Sannomiya et

al., 2007).



Rinaldo et al. (2010) demonstrated that in methanolic extracts and infusions from the
leaves of five Byrsonima species, only in B. coccolobifolia was it not possible to observe the
presence of catechins and epicatechins. In the other four species analyzed, it was found that
the methanolic extracts showed larger amounts of catechins than infusions, per gram of
leaves. B. basiloba showed the highest concentration of catechin diasterecomers, followed by

B. verbascifolia, B. crassa and B. intermedia .

The results of this study are in agreement with those in previously mentioned work. B.
verbascifolia and B. intermedia did not exhibit mutagenic activity, nor did B. basiloba
basiloba (Lira et al., 2008), but all of them are antimutagenic and showed high concentrations
of catechins (Rinaldo et al, 2010), suggesting that catechins are important in the
antimutagenic activity. This point is in agrees with a study that claims that catechins are
already known for their antimutagenic and cancer preventive properties (Baumeister et al.,
2012; Xu et al., 2010).

The phytochemistry of all species in the genus Byrsonima is similar; we suggest that
all species possess amentoflavone and quercetin, but in different amounts. Probably, B.
coccolobifolia and B. ligustrifolia possess higher concentrations of amentoflavone or
quercetin, because they were mutagenic, but all the other species studied here probably

possess a lower concentration of theses flavonoids.

Finally, we have to emphasize the excellent chemopreventive ability of these extracts,
especially with respect to compounds that require metabolic activation. It is important to
continue phytochemical studies with ethanolic extracts, to provide the chemical context of the
species. All extracts evaluated were considered as strongly antimutagenic against at least one

of the tested mutagens.

The study of medicinal plants should be encouraged, because while many beneficial

properties are confirmed or discovered, as shown here, some species may pose risks to users.

Conflict of Interest Statement

The authors declare no conflicts of interest



Acknowledgements

This work was supported by Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
(FAPESP) and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).
We also thank Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) for

grants to L.C. Santos, E.A. Varanda and W. Vilegas.



Table 1. Mutagenic activity expressed as the number of revertants/plate + standard deviation and MR (in brackets) of ethanolic
extracts of B. verbascifolia, B. correifolia and B. coccolobifolia, in the presence (+S9) and absence (-S9) of metabolic activation,

with the strains TA98, TA100, TA97a and TA102 of S. typhimurium.

Treatment TA98 Treatment TA100 Treatment TA97a Treatment TA102
(mg/plate) (mg/plate (mg/plate) (mg/plate)
-S9 +S9 -S9 +89 -S9 +89 -S9 +89
0.00° 17+4 68+1 0.00° 11316 114 £11 0,00° 8146 121420 0.00° 381443 341434
% 2.09 15+3 (0.9) 67+2 (1.0) 0.38 91+8 (0.8)  121+12(1.1) 0.20 7843 (1.0) 137+16(1.1) 0.38 369+3 (1.0)  387+20(1.1)
3 4.17 24+6 (1.4) 7545 (1.1) 0.75 107420 (1.0)  124+10 (1.1) 0.39 97+2(1.2) 1404£10(1.2) 0.75 305416 (0.8)  445+32(1.3)
s 8.35 1846 (1.0) 8143 (1.2) 1.5 1062 (0.9)  99+4 (0.9) 0.78 11742(1.4) 14617(1.2) 1.5 368436 (1.0)  353+29(1.0)
s 12.53 2343 (1.3) 6144 (0.9) 2.25 105+4 (0.9) 10445 (0.9) 1.12 10946 (1.3)  166+12(1.4) 2.25 322445 (0.9)  344+45(1.0)
o 16.70 29+12 (1.7)  50+1(0.7) 3.00 11049, (1.0) 9343 (0.8) 1.56 94+5(1.2)  169+39(1.4) 3.00 37311 (1.0)  3504+27(1.0)
C+ 720 + 28° 500 +32° C+ 1375+35¢ 1387+37° C+ 1115 +25° 1450 +70° C+ 1468+53° 1403 + 33"
0.00° 20+4 68+1 0.00° 93+6 11411 0.00° 17242 99 +1 0.00° 352430 435443
S 2.09 163 (0.8) 8616 (1.3) 0.52 73£3 (0.8) 1035 (0.9) 0.52 18546 (1.1) 854 (0.9) 0.52 397411 (1.1)  608+45(1.4)
S 4.17 18+2 (0.9) 8043 (1.2) 1.04 90£10 (1.0) 10628 (0.9) 1.04 165+11 (1.0)  123+11(1.3) 1.04 386433 (1.1)  564+35 (1.3)
2 8.35 27+3 (1.3) 6616 (1.0) 2.09 93+8 (1.0) 969 (0.8) 2.09 166+18 (1.0) 1354 (1.4) 2.09 413416 (1.2)  484+33 (1.1)
S 12.53 37410 (1.8) 6243 (0.9) 3.13 94+11(1.0)  115+12(1.0)  3.13 1865 (1.1) 11044 (1.1) 3.13 333450 (1.0) 35438 (0.8)
q 16.70 3146(1.5) 609 (0.9) 4.17 6516 (0.7) 94+4 (0.8) 4.17 143410 (0.8) 13445 (1.4) 4.17 285421 (0.8)  322+32(0.7)
C+ 730+ 28° 500+ 32° C+ 1250 + 35¢ 700+37° C+ 950 +25° 1450 £70° C+ 1468453° 1403 + 33f
3 0.00° 3748 24+4 0.00° 112413 92 49 0.00° 17242 12315 0.00° 406 +11 341434
< 2.0 56+3%(1.5)  56+6%%(2.3)  0.52 115410 (1.0)  102+12(1.1) 0.52 129415 (0.7)  144+11(1.2) 0.52 345+8(0.9)  386+17(1.1).
S 4.0 6148* (1.7)  51+1**(2.1)  1.04 135+18 (1.2)  115+7(1.3) 1.04 145+10 (0.8)  163+11(1.3) 1.04 338+13(0.8)  466+12 (1.4)
S 8.0 7049%(1.9)  67+13%(2.8)  2.09 154425 (1.4)  110+11(1.2) 2.09 175415 (1.0)  208+29* (1.7) 2.09 350423(0.9)  330+24(1.0)
S 12.00  102+10%*(2.8) 64+9**(2.6)  3.13 170+14 (1.5)  108+8(1.2) 3.13 21445 (1.2)  215+13%%(1.8) 3.13 355+13(0.9)  297+8(0.9)
& 16.00 67+10%(1.9)  63+13*(2.6)  4.17 143427 (1.3)  115+18(1.3) 4.17 19047 (1.1)  237+34*(1.9) 4.17 358+10(0.9)  261+2(0.8)
C+ 531+ 28" 5004 30° C+ 1375+35¢ 700+ 38° C+ 1115 +25° 700+ 30° C+ 11434 28° 1403433°

*Negative Control: (DMSO), 100 pL/plate; Positive Control (C +): " NPD, 10 ng/plate; € 2-AA, 1.5 pg/plate; 4SAZ,2.5 pg/plate, “MMC, 0.5 ng/plate; D-AF, 5
ng/plate. * p<0.05, **p<0.01 (ANOVA)



Table 2. Mutagenic activity expressed as the number of revertants/plate + standard deviation (SD) and mutagenicity ratio (in
brackets) of ethanolic extracts of B. ligustrifolia, B. fagifolia and B. intermedia, in the presence (+S9) and absence (-S9) of metabolic

activation, with the strains TA98, TA100, TA97a and TA102 of S. typhimurium.

B. ligustrifolia

B. fagifolia

B. intermedia

Treatment
(mg/plate)

0.00"
2.25
4.50
9.00
13.50
18.00
C+

0.0*
0.6
1.2
2.5
3.7
5.0
C+
0.0*
0.6
1.2
2.5
3.7
5.0
C+

TA98 Treatment TA100 Treatment TA97a Treatment TA102
(mg/plate) (mg/plate) (mg/plate)

-89 +S9 -89 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
18+3 2444 0,00° 210433 87+ 15 0.00° 11049 115+1 0.00° 262425 407430
21+1 (1.2) 22+5(0.9) 0.08  226+13(1.1)  114+13(1.3) 0.16 10615 (1.0) 132+£12(1.2)  0.02  330+16(1.3) 379+45(0.9)
22+1 (1.3) 2748 (1.1) 0.16 211+12 (1.0) 98+6(1.1) 0.31 109+8(1.0) 13618(1.2) 0.04 23242 (0.9) 382421(0.9)
2042 (1.1) 38+7 (1.6) 031  224+37(1.1) 9049 (1.0) 0.62 127+7(1.2) 132419(1.2)  0.08 244425 (0.9) 411420(1.0)
35+6% (2.0) 3449 (1.4) 0.47  227+24(1.1) 9443 (1.1) 0.94 906 (0.8) 145+17(1.3) 012 243+22(0.9)  395+12(1.0)
36+5% (2.0) 3242 (1.3) 0.62  209+11(1.0)  93+16(1.1) 1.25 12141 (1.1) 13344(1.2) 0.16  258+11(1.0) 328+15(0.8)
300+12° 227+16°¢ C+ 919+17 ¢ 987432 ¢ C+ 1110+32° 1036 +41 © C+ 1349+45 ¢ 1464 +43 f
23+£2 22+3 0.0* 124+ 10 100 + 7 0.0* 154+ 10 164 23 0.0* 721 +39 500 + 58
26+ 1(1.1)  28+4(1.3) 0.6 146+13(1.2) 121+9(1.2) 0.6 190+£16(1.2) 175+21(1.1) 0.6 796+38(1.1) 469+67(0.9)
23+3(1.0)  29+2(1.3) 1.2 127+5(1.0)  115+3(1.2) 1.2 172+ 7(1.1) 176 +25(1.1) 1.2 785+31(1.1) 532+23(1.1)
27+2(1.2)  24+8(1.1) 25  125+18(1.0) 126+9(1.3) 25  171+£16(1.1) 194+11(1.2) 2.5  756+25(1.0) 520+ 54(1.0)
38+8*%(1.7) 25+2(l.1) 37  139+£23(1.1) 117+24(12) 37 176+12(1.1) 184+6(1.1) 37 661+47(0.9) 473+69(0.9)
38+6%(1.7) 29+4(1.3) 5.0 155+5(1.3)  107+10(1.1) 5.0  172+11(1.1) 176+20(1.1) 5.0 677+64(0.9) 421+43(0.8)
1347 +88° 1567+115°  C+ 1682 + 98¢ 1956 + 78° C+ 1766 + 49° 1989+ 89 ° C+ 2656+ 60 ° 2932+97°
245 21+8 0.0* 151+ 14 151+4 0.0* 176 £ 10 249 + 22 0.0* 603 £ 99 696+ 12
23+3(1.0)  21+7(1.0) 0.6 162+7(1.1) 169+12(1.1) 0.6  187+25(1.1) 304+28(1.2) 0.6 474+36(0.8) 727 +66(1.0)
28+4(13)  21+3(1.0) 1.2 165+5(1.1) 157+ 15 (1.0) 1.2 228+16(1.3) 315+7(1.3) 1.2 543+19(0.9) 680+28(1.0)
30+3(1.4) 17+6(0.8) 25  142+£10(0.9) 160+5(1.1) 25  201+£26(1.1) 261+18(1.0) 2.5 585+64(1.0) 70160 (1.0)
28+ 1(1.3)  25+8(1.2) 37  155+18(1.0) 150 +4(1.0) 3.7 199+7(1.1) 270+19(1.1) 3.7 645+61(1.1) 551+63(0.8)
35+5%(1.6)  17+2(0.8) 5.0 163+ 8(1.1) 140+ 7(0.9) 50 176+£23(1.0) 261+13(1.0) 5.0 602+53(1.0) 481+72(0.7)
1172+67° 1236+79° C+ 1512 £64¢ 1500 + 88° C+ 1196 £ 52° 1217+69°¢ C+  2539+187° 2114162 F

*Negative Control: (DMSO), 100 pL/plate; Positive Control (Control +): ® NPD, 10 pg/plate; © 2-AA, 1.5 pg/plate; *SAZ, 2.5 pg/plate, “MMC, 0.5 pg/plate;

D-AF, 5 pg/plate. * p<0.05 (ANOVA)



Table 3. Antimutagenic activity expressed as number of revertants/plate + standard deviation and degree of growth inhibition of
revertants (%I), in combination of ethanolic extract of B.verbascifolia and B. correifolia, with direct and indirect mutagens .

Mutagens (M) NPD" MMC* AFB,! B[a]P*
Strains TA 98 (-S9) TA 102 (-S9) TA 100 (+S9) TA 98 (+S9)
Treatment revertants = Treatment revertants = Treatment revertants + SD Treatment revertants =
(mg/plate) SD and (%I) (mg/plate) SD and (%]I) (mg/plate) and (%) (mg/plate) SD and (%I)
0? 18+4 0? 487481 0? 11446 0* 3645
% 0.013+M"  483+40%** (45) 0.094+M°© 15024138 (6)  0.125+M®  213£7%%*(85)  0.049+ M  102424%*%* (44)
B 0.025+M"  454160%** (48) 0.188+M ¢ 1296424 (19) 0250 +M ¢ 131427%%* (91) 0.098 +M ¢  78+6*** (57)
§ 0.050 +M"  550+41%* (37) 0375+M°© 1366221 (15)  0.500+M®  125+16%%* (91) 0.195+M*¢  85+9%** (54)
$ 0.100+M"  628+138* (28) 0.750 +M © 138044 (14) 1000+ M 132+13%¥%(91)  0.390+M*©  41+£5%%* (78)
o 0.200 + M " 1001+137 1.500 + M © 1381+58 (14)  2.000+M®  132424%%% (91)  0.780+ M*®  3447%%* (82)
M"® 876130 M 16014226 M 1399434 M 184+8
0* 18+4 0* 464+48 0? 10415 0* 3645
S 0.013+M"  440+£57%%*(50) 0.031+M°© 1208+15 (15) 0.008 +M®  353+50%** (60)  0.250+M°®  34+6%** (82)
hy 0.025+M"  4264£2%%* (51) 0.063+M°  1126266* (20)  0.016+M®  248+38***(72)  0.500+M°®  31+6%** (83)
£ 0.050+ M"®  497439%%* (43) 0.125+M°€  1152474*%(19)  0.031+M®  370+118***(58) 1.000+M°®  32+6%** (82)
S 0.100+ M"®  593+20%** (32) 0.250+M°© 1205452 (15)  0.063+M®  180+57+%* (80) 2.000 + M  31+5%%* (83)
S 0.200+ M"  521+61%%* (41) 0.500 +M ¢ 1129+146%(20) 0125+ M 206+46*** (77)  4.000+M®  39+3%%* (79)
M"® 876130 M 1414461 M 883480 M 184+8

* Negative Control: DMSO, 100 pL/plate; Mutagens (M): "NPD, 10 pg/plate; “MMC, 0.5 pg/plate; “AFB,, 0.5 ug/plate; “B[a]P, 1 pg/plate. * p<0.05, **p<0.01,
***p<0.0001 (ANOVA)



Table 4. Antimutagenic activity expressed as number of revertants/plate + standard deviation and degree of growth inhibition of
revertants (%]I), in combination of ethanolic extract of B. fagifolia and B. intermedia, with direct and indirect mutagens.

Mutagens (M) NPD" MMC* AFB,! B[a]P*
Strains TA 98 (-S9) TA 102 (-S9) TA 100 (+S9) TA 98 (+S9)
Treatment revertants + SD Treatment revertants + Treatment revertants + SD Treatment revertants = SD
(mg/plate) and (%) (mg/plate) SD and (%) (mg/plate) and (%) (mg/plate) and (%)
0* 45+ 8 0* 355+ 36 0" 94+12 0* 19+ 7
= 0,030 +M" 705£72(7) 0,010 +M € 1579 £ 94 0,030 + M ¢ 976 £+ 38(8) 0,030 + M€ 378+ 49%**(41)
é 0,060+ M ° 612 +43(19) 0,030+ M ¢ 1395+ 70 0,060 + M ¢ 915 £ 44(14) 0,060+ M ¢ 405+ 51***(37)
'gn 0,120+ M" 623 + 38 (17) 0,060+ M © 1499 + 89 0,120+ M ¢ 739+£40%*%(31) 0,120+ M*© 332+ 35%%%(48)
= 0,250 +M " 593+ 51 (21) 0,120+ M € 1432+ 79 0,250 +M Y 781 +52%%(27) 0,250 +M° 268+ 43**%(58)
Q 0,500 + M " 483 + 40* (36) 0,250+ M € 1440 + 65 0,500+ M 680 +36%**%(36) 0,500+ M*© 157+ 29%*%(76)
MP 755 + 89 M 1251 + 82 M 1064 + 101 M 640 + 49
0* 893+ 79 0" 317+55 0* 94+ 12 0* 19+ 7
;-§ 0,010 +M" 677 £ 67*% (24) 0,007+M°¢ 1593+71(5) 0,010+M*¢ 981 £ 61(8) 0,010+ M ¢ 338+37**(47)
§ 0,030 +M" 679 £ 61* (24) 0,010+M°© 1584+45(5) 0,030+M ¢ 993 £ 32(7) 0,030+ M ¢ 385 +48**(40)
5 0,060 +M " 665 £ 82* (26) 0,030 +M € 1504 £ 68 (10) 0,060 + M * 958 + 20 (10) 0,060+ M ¢ 293+ 27***(54)
§ 0,120+ M" 632 + 54%* (29) 0,060+ M © 1443 £82(14) 0,120 +M* 864 +£39%*(19) 0,120+M*° 253+ 19%**(60)
5 0,250 +M " 621 £ 42%* (30) 0,120+ M ¢ 1409 £ 72 (16) 0250 + M 725+£23%*%(32) 0,250+ M *© 148+ 23***(77)
MP 53+12 M 1672 + 102 M 1064 + 101 M 640 + 49

# Negative Control: DMSO, 100 pL/plate; Mutagens (M): °NPD, 10 pg/plate; ‘MMC, 0.5 pg/plate; IAFB,, 0.5 ug/plate; “B[a]P, 1 pg/plate. * p<0.05, **p<0.01,

#£%p<0.0001 (ANOVA)
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Abstract

devoid of activity.

Background: Crotalaria pallida Ailton is a plant belonging to the Fabaceae family, popularly known as “rattle or
rattlesnake” and used in traditional medicine to treat swelling of the joints and as a vermifuge. Previous
pharmacological studies have also reported anti-inflammatory, antimicrobial and antifungal activities. Nevertheless,
scientific information regarding this species is scarce, and there are no reports related to its possible estrogenic and
mutagenic effects. Thus, the purpose of the present study was to investigate the estrogenic potential of C. pallida
leaves by means of the Recombinant Yeast Assay (RYA), seeking an alternative for estrogen replacement therapy
during menopause; and to reflect on the safe use of natural products to assess the mutagenic activity of the crude
extract from C. pallida leaves, the dichloromethane fraction and stigmasterol by means of the Ames test.

Methods: The recombinant yeast assay with the strain BY4741 of Saccharomyces cerevisiae, was performed with the
ethanolic extract, dichloromethane fraction and stigmasterol isolated from the leaves of C. pallida. Mutagenic
activity was evaluated by the Salmonella/microsome assay (Ames test), using the Salmonella typhimurium tester
strains TAT00, TA98, TA97 and TA102, with (+59) and without (—S9) metabolization, by the preincubation method.

Results: All samples showed estrogenic activity, mainly stigmasterol. The ethanolic extract from C. pallida leaves
showed mutagenic activity in the TA98 strain (=S9), whereas dichloromethane fraction and stigmasterol were found

Conclusion: Considering the excellent estrogenic activity performed by stigmasterol in the RYA associated with the
absence of mutagenic activity when evaluated by the Ames test, stigmasterol becomes a strong candidate to be
used in hormone replacement therapy during menopause.

Keywords: Crotalaria pallida, Mutagenicity, Ames test, Estrogenicity, Recombinant yeast assay (RYA)

Background

Medicinal plants have been traditionally used worldwide
for the treatment of various human diseases. They have
proved to be abundant sources of biologically active
compounds, many of which have been used as lead
compounds to develop new pharmaceuticals [1].
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Crotalaria pallida Ailton is a species that belongs to the
Fabaceae family, popularly known as “rattle or rattlesnake”
due to the sound of their fruits when dry [2]. This species
is used in traditional medicine, having its roots used to
treat swelling of the joints, and its leaves as vermifuge [3].
Pharmacological studies have demonstrated it also presents
anti-inflammatory, antimicrobial and antifungal functions
[4-8]. However, there are no studies verifying the estrogenic
potential of C. pallida.

One of the current interests, in the pharmacological
area, is to find compounds with estrogenic activity to
replace estrogen in hormone replacement therapy (HRT)

© 2013 Boldrin et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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during menopause, without the undesirable effects of
estrogen, such as the elevation of breast cancer incidence
[9,10]. For this reason, the development of safer and more
effective drugs for menopause treatment is an urgent
priority. Plants appear as a therapeutic option, since some
of their constituents have the ability to bind to estrogen
receptors and to act in preventing the discomfort caused
by the hormonal imbalance associated with menopause.
These constituents are also related to the reduction
of cancer incidence, particularly estrogen-dependent
cancers, such as breast cancer, cardiovascular diseases
and osteoporosis [11-14].

Seeking to find options for drug development, the
estrogenic potential of C. pallida leaves was investigated
using the RYA (Recombinant Yeast Assay), in which
recombinant yeast is utilized as an experimental model
and the transcription of a reporter gene depends on the
presence in the midst of compounds capable of binding
to the estrogen receptor [15].

In the light of finding a good candidate for HRT and
given that natural products are promising sources of novel
potentially therapeutic agents, another purpose of the
present study was to investigate the mutagenic activities
of C. pallida by the Ames test, in order to contribute to
a toxicological evaluation of the candidate samples to be
employed in HRT.

Methods

Chemicals

Dimethylsulfoxide (DMSO), nicotinamide adenine di-
nucleotide phosphate sodium salt (NADP), D-glucose-6-
phosphate disodium salt, magnesium chloride, L-histidine
monohydrate, D-biotin, sodium azide (SAZ), 2-anthramine
(2-AA), 4-nitro-o-phenylenediamine (NOPD), mitomycin
C (MMC), 2-aminofluorene (2-AF), 17-B-estradiol,
Triton X-100, SDS 10%, 2-mercaptoethanol and 4-
methylumbelliferyl -D-galactoside were purchased from
Sigma Chemical Co (St. Louis, USA). Oxoid Nutrient Broth
No. 2 (Oxoid, England) and Difco Bacto Agar (Difco, USA)
were used as bacterial media.

Plant material

Leaves of C. pallida Aiton were collected in Pocgos de
Caldas, Minas Gerais state, Brazil, and authenticated by
Prof. Dr. Luis Victor Silva Sacramento. The voucher of C.
pallida (BOTU 28656) was deposited at the Herbarium
of the Botanical Institute of Sdo Paulo State University
(UNESP), Botucatu, Sdao Paulo.

Extraction and isolation

The leaves collected were dried in an oven with air circu-
lation at 40°C. The samples were weighed for three days
daily until constant weight. The material was pulverized
and then moistened with 70% ethanol. This material was
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then accommodated in percolator and submitted to
leaching process with 70% ethanol. The extracts were
monitored using TLC-silica gel 60-F,54 precoated Al
sheets, using chloroform: methanol: #n-propanol:water
(5:6:1:4, v:v) as developing solvent, visualized using UV
(254 and 366 nm) and anisaldehyde sulphuric acid
spray [16], until total depletion of the drug. Following, the
extract was filtered with pleated filter paper and concen-
trated under reduced pressure (40°C). After lyophilization,
the 70% hydroalcoholic extract was obtained. The chro-
matographic determination of the EtOH 70% extract was
performed by HPLC-DAD (HPLC-PDA, Jasco °, Column
Phenomenex Synergi Hydro ° RP-18 250 x 4.6 mm id;
4 mm, 1.0 ml min-1, FM: A = H,O with 0.1% formic acid,
B = acetonitrile, linear gradient 0-100% B 60 minutes).
The chromatographic profile obtained from the extract
of the leaves was assessed in a chromatographic com-
parison of the signals observed. Their absorption spectra
(220-400 nm) allowed us to observe the presence of
flavonoids, mainly derivatives of apigenin and luteolin
(flavones) (A =254 nm) and phenolic acids and derivatives
(A =254 nm) [17].

In order to obtain the dichloromethane fraction by
partition, chromatography was performed (liquid-liquid
extraction - LLE) with dichloromethane (DCM) and
methanol:water (2:8 v/v) (3x), yielding two fractions with
different polarities: a dichloromethane fraction (DCM-Fr)
and an aqueous fraction (Aq-Fr). Each of the fractions
obtained from the LLE rotary evaporator were dried in
order to remove the solvent and then frozen so as to have
their mass determined. The fractions obtained from
the LLE were subjected to a new fractioning using two
techniques: the first dichloromethane fraction (DCM-Fr)
was submitted to chromatography using an open silica gel
column as the stationary phase and hexane mobile phase.
The second technique was applied to the Aq-Fr in Medium
Pressure Liquid Chromatography (MPLC) column using
packed with C;g in the reverse silica and methanol:water
solvent systems. The fractions obtained in the procedure
above were analyzed by HPLC-PDA in order to obtain
a preliminary view of the substances. Comparing the
chromatograms obtained from the MPLC fractions, the
majority of the substances absorbing UV belong to the
class of flavones.

Chromatography by MPLC did not result in the
separation of the pure substance, making a further step
of purification necessary, using a preparative HPLC-
PDA in order to isolate the majority of substances. The
chromatographic analysis of the dichloromethane frac-
tion allowed us to infer that the Fr 23-33 fraction was
practically pure. The isolated substance was called F2.
The 1H NMR spectrum showed characteristic signals
of hydrogen steroid [18]. A comparison of the NMR
chemical shifts of 1 H NMR substance alone, with the
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records in the literature [18] allowed us to identify it as
stigmasterol.

Recombinant yeast assay (RYA)

RYA was performed essentially as in Garcia-Reyero et al.
[15]. Briefly, the yeast strain BY4741 (MATa ura3A0 leu2A0
his3A1 met15A0) (EUROSCAREF, Frankfurt, Germany),
which was kindly provided by Dr. Benjamin Pina
(CSIC, Barcelona, Spain), was transformed together with
plasmids pH5HEO and pVitBX2 [15].

The expression plasmid pH5HEO contained the human
estrogen hormone receptor gene HEO [19], cloned into
the constitutive yeast expression vector pAAH5 [20]. The
reporter plasmid pVITB2x contained two copies of the
pseudo-palindromic responsive estrogen element from
the Xenopus laevis vitellogenin B1 gene (5-AGTCACT
GTGACC-3), inserted into the unique Kpnl site of
pSFLA-178 K [21].

Transformed clones were first grown in 3 mL of rich
complete medium at 30°C. Following, they were grown
overnight in a minimal medium. The final culture was
adjusted to an optical density (OD) of 0.1 at 600 nm and
distributed in the wells of a siliconized 96-well polypro-
pylene microliter plate (NUNC™, U96 PP 0.5 mL), at
90 pL in the first row. Aliquots of 10 pL of the crude
extract, dichloromethane fraction and stigmasterol at
initial concentrations of 0.01, 0.03 and 0.15 x 107 g/mL,
respectively, were dispensed into wells in the first row and
serial dilutions were prepared along the plate, containing
the samples with dilution factors of 1:10, 1:30, 1:90, 1:270
and 1:810. All the used concentrations are determinate in
previous experiments of toxicity.

A positive control was made by adding 17-3-estradiol at
a final concentration of 10 nM. Moreover, we included a
toxicity control by adding 10 nM of 17-B-estradiol to a
sample with a dilution factor of 1:30, and 10% DMSO as
negative control.

Plates were incubated for 6 h at 30°C under 120 rpm.
After incubation, 50 puL of Y-PERTM (PIERCE™, Rockford,
IL, USA) were added to each well and incubated at 30°C
for further 30 min. Afterwards, 50 pL of assay buffer were
added to the lysed cells. The assay buffer was prepared by
mixing 100 mL Z-buffer, 1 mL Triton X-100 (Sigma),
1 mL SDS 10%, 70 pL 2-mercaptoethanol (Fluka) and
21 mg of 4-methylumbelliferyl 3-D-galactoside (Sigma).
The Z-Buffer is a combination of: 60 mM Na,HPO,,
40 mM NaH,PO, 10 mM KCl and 1 mM MgSOy,,
pH 7.0.

After centrifugation, plates were read in a spectrofluo-
rometer (Synergy H1, Biotek), at 355 nm excitation and
460 nm emission wavelengths. Fluorescence was recorded
for 20 min (one measurement per min); [3-galactosidase
activity was calculated as the rate of increase of fluores-
cence (in arbitrary units). RYA does not provide a direct
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measurement of the molar (or mass) concentration of
endocrine disruptors, but of their estrogenic activity.
For simplification, results were calculated as estradiol
equivalents (EEQ), defined as the amount of estradiol that
should be present to account for the observed response in
a given sample. These equivalents were calculated from
the lowest dilution in which the p-galactosidase activity
was indistinguishable from that of the control (only
vehicle).

To translate results from serial dilutions to EEQ, we
assumed that hormonal dose-response curves follow a
sigmoidal function,

R-RO 1

Rmax-R0O - 1+ I[%‘]i

In which RO, R, and Rmax represent j-galactosidase
units obtained without ligand (or extract) addition, at a
given ligand concentration [L], and at a saturating ligand
concentration, respectively. Kd represents the dissociation
constant of the ligand—hormone complex; its value
coincides with ECs, the ligand concentration giving 50%
of the maximal response. For extract serial dilutions,
plotting dilution factors versus relative response followed
an inverse sigmoidal function, in which the apparent ECs,
correspond to the dilution (actual or theoretical) giving
50% the response for 10 nM estradiol. Apparent ECs, values
for each sample (a minimum of two replicas with at least
four points each) were calculated using standard non-
linear regression methods. These values were converted to
EEQ by assuming they correspond to the ECs of estradiol
[22], 7.29 x 10 g/mL in our assay. Three independent
experiments were done with the compounds, all of them
in triplicate.

Salmonella/microsome assay

Mutagenic activity was evaluated by the Salmonella/micro-
some assay, using the Salmonella typhimurium tester
strains TA98, TA100, TA97a and TA102, which were
kindly provided by Dr. BN. Ames (Berkeley, CA, USA),
with (+S9) and without (-S9) metabolization, using the
preincubation method [23]. The strains were grown over-
night from frozen cultures for 12-14 h in Oxoid Nutrient
Broth No. 2. The metabolic activation mixture (S9 fraction),
prepared from livers of Sprague—Dawley rats treated
with the polychlorinated biphenyl mixture Aroclor 1254
(500 mg/kg), was purchased from Molecular Toxicology
Inc. (Boone, NC, USA) and freshly prepared before each
test. The metabolic activation system consisted of
4% S9 fraction, 1% 0.4 M MgCl2, 1% 1.65 M KCl, 0.5%
1 M D-glucose-6-phosphate disodium and 4% 0.1 M
NADP, 50% 0.2 M phosphate buffer and 39.5% sterile
distilled water [23]. For the determination of the mutagenic
activity, five different concentrations of each sample
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Table 1 Estrogenic activity expressed through the values
of estradiol equivalents (EEQ) + standard deviation of the
extracts and EC5, values of the ethanol extract of C.
pallida, dichloromethane fraction and stigmasterol using
a genetically modified strain of S. cerevisae BY4741

Samples EEQ (nM) M = SD ECso (g/mL)
Ethanolic extract 143+4.1 0.2
Dichloromethane fraction 89.0+16.0 0.1
Stigmasterol 122011 105x 107
17-B-estradiol - 729%107

EEQ, Values of estradiol equivalents (EEQ); M + SD, Mean and standard
deviation; ECsp, Concentration of sample equivalent to 50% of the activity.

(0.7 to 18.9 mg/plate for extract, 0.3 to 3.4 mg/plate
for dichloromethane fraction and 0.02 to 0.5 mg/plate
for stigmasterol), diluted in DMSO, were assayed. The
mutagenic activity of the dichloromethane fraction and
of the stigmasterol was only evaluated in the TA98
strain, because of the small amount of material available
for the study and based in the fact that initially mutagenic
activity was only observed for TA98. The concentrations
of the samples were selected based on a preliminary
toxicity test. In all subsequent assays, the upper limit
of the dose range tested was either the highest non-toxic
dose or the lowest toxic dose determined in this preliminary
assay. Toxicity was detected either as a reduction in the
number of histidine revertants (His+), or as a thinning of
the auxotrophic background (i.e., background lawn).

The various concentrations of extract, fraction and iso-
lated substance to be tested were added to 0.5 mL of
0.2 M phosphate buffer or to 0.5 mL of 4% S9 mixture,
with 0.1 mL of bacterial culture and then incubated at
37°C for 20-30 min. Following, 2 mL of top agar were
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added and the mixture poured on to a plate containing
minimal agar.

The plates were incubated at 37°C for 48 h and the
His+ revertant colonies were counted manually. All
experiments were analyzed in triplicate. The results were
analyzed with the statistical software package Salanal 1.0
(U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring
Systems Laboratory, Las Vegas, NV, from the Research
Triangle Institute, RTP, NC, USA), adopting the model of
Bernstein et al. [24]. The data (revertants/plate) were
assessed by means of the analysis of variance (ANOVA),
followed by linear regression. The mutagenicity ratio (MR)
was also calculated for each concentration tested, this
being the mean number of revertants per plate with the
test compound divided by the mean number of revertants
per plate with the negative (solvent) control. A test solution
was considered mutagenic when a dose—response relation-
ship was detected and a two-fold increase in the number of
mutants (MR > 2) was observed in at least one concentra-
tion [1]. The standard mutagens used as positive controls
in experiments without the S9 mix were NOPD (10 pg/
plate) for TA98 and TA97a, SAZ (1.25 pg/plate) for TA100
and MMC (0.5 pg/plate) for TA102. In experiments with
S9 activation, 2-AA (1.25 pg/plate) was used with TA9S,
TA97a and TA100 and 2-AF (10 pg/plate) with TA102.
DMSO served as negative (solvent) control.

Results

Estrogenicity assay (RYA)

The result of the estrogenic activity assessment, performed
using the RYA, was given as equivalent to estradiol (EEQ)
and ECs, (Table 1). The extract from C. pallida leaves
obtained an EEQ of 14.3 nM in the RYA, whereas the
fraction obtained 89.0 nM. The isolated substance
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“i 800
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5 400 32
1
0,
0.8 23 6.8 205 616 C-
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Figure 1 Estrogenic response for extract of C. pallida leaves in the recombinant yeast assay. Different concentrations of extract of C.
pallida leaves (ug/well) were added to genetically engineered, estrogen- responsive yeast cells and incubated for 6 h. The 3-galactosidase
activities were calculated as fluorescence units (FU). Values are averages of three independent experiments; bars indicate value ranges. Negative
control, DMSO, FU = 355 + 21; positive control, 17-B-estradiol, FU = 9834 + 985.
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Figure 2 Estrogenic response for extract dichloromethane fraction of C. pallida, in the recombinant yeast assay. Different concentrations
of dichloromethane fraction of C. pallida, (ug/well) were added to genetically engineered, estrogen- responsive yeast cells and incubated for 6 h.
The B-galactosidase activities were calculated as fluorescence units (FU). Values are averages of three independent experiments; bars indicate
value ranges. Negative control, DMSO, FU =432 + 34; positive control, 17-B-estradiol, FU = 11490 + 496.

obtained the highest value equivalent to estradiol, 122 nM.
Regarding the ECs, values, stigmasterol proved to be the
most potent sample, with ECs, values of 10.5 x 107 g/mL.
Figure 1 shows the estrogenic activity, assessed by the
[B-galactosidase activity expressed in arbitrary units of
fluorescence of five concentrations of the extract. It is
possible to observe that the different concentrations tested
presented significant enzymatic activation when compared
to the negative control and the estrogenic activity of the
extract starting from the second lowest concentration.
The dichloromethane fraction (Figure 2) also generated an
increase of fluorescence units, even at lower concentration
that is similar to the second lowest concentration of the
extract. The concentration of 18.9 pg/well provided the
greatest estrogenic activity for this sample. Figure 3 shows
the estrogenic activity, expressed in fluorescence units, for
stigmasterol isolated from C. pallida leaves. The average

fluorescence was compared to negative control. This
sample generated a significant activation of the -
galactosidase enzyme, at all concentrations tested, and
the units of fluorescence were greater than those found in
the negative control.

Mutagenicity assay (Ames test)

Table 2 shows the mean number of revertants/plate, the
standard deviation (SD) and the MR after treatment with
the five concentrations of crude extract, observed in S.
typhimurium strains TA98, TA100, TA97a and TA102,
in the presence (+S9) and absence (-S9) of metabolic
activation. The mutagenic activity was considered negative
for the strains TA97, TA102 and TA100 at all concentra-
tions tested, both in the absence and in the presence of
metabolism. However, in the absence of the external
metabolizing system (-S9), the crude extract was mutagenic,
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Figure 3 Estrogenic response for stigmasterol, isolated from C. pallida leaves, in the recombinant yeast assay. Different concentrations of
stigmasterol, (ug/well) were added to genetically engineered, estrogen- responsive yeast cells and incubated for 6 h. The 3-galactosidase
activities were calculated as fluorescence units (FU). Values are averages of three independent experiments; bars indicate value ranges. Negative
control, DMSO, FU =54 + 16; positive control, 17-f-estradiol, FU = 9678 + 167.




Table 2 Mutagenic activity expressed by the mean number of revertants/plate + standard deviation and mutagenicity ratio (in brackets) of the ethanol extract
of C. pallida leaves in S. typhimurium strains in the absence (-S9) and in the presence of metabolism (+59)

Extract from Crotalaria pallida leaves

Treatment TA97a TA102 Treatment TA100 Treatment TA98
mg/plate -S9 +S9 -S9 +S9 mg/plate -S9 +59 mg/plate -S9 +S9
DMSO 108 £ 4 140 + 21 170+6 196+ 10 DMSO 110£06 185+6 DMSO 43+2 20+4
07 129414 (12) 177+12 (13) 150 + 24 (0.9) 224+6 (1.1) 09 12242 (1) 237413 (13) 18 51+0(12) 1842 (0.9)
19 11944 (1.1) 164+2(12) 143+5 (08) 251+5(1.3) 23 106 +7 (1.0) 295+ 51 (1.1) 45 65+8 (1.5) 18+1 (09
37 109+5 (1.0) 14145 (10) 146 + 6 (09) 275+19 (14) 45 145+5 (13) 203+3 (1.1) 90 95+ 13* (2.2) 17+2(09)
56 97 +3(0.9) 134412 (10) 12845 (0.8) 265+ 8 (14) 6.8 11846 (1.1) 222+8(12) 135 95+ 22% (2.2) 2142 (1.0)
74 11746 (1.1) 174+4 (12) 19445 (1.1) 21942 (1.1) 20 83+5(08) 167 +36 (09) 180 77 12 (1.8) 19+1 (09
Control + 1488 +18° 2253 + 56° 1720 + 26° 1168 + 28° Control + 1312 % 60° 1195 +157° Control + 1050 = 39° 1063 + 24°

*p < 0.05 (ANOVA); Negative Control: dimethyl sulfoxide (DMSO - 100 uL/plate); Positive Control (Control+); ®4-nitro-o-phenylenediamine (10.0 pg/plate); b2-anthramine (1.25 ug/plate); “mitomycin (0.5 pg/plate);
42-aminofluorene (10.0 pg/plate); ®sodium azide (1.25 ug/plate).
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with a mutagenic ratio higher than 2.0 at the concentra-
tions of 9.0 and 13.5 mg/plate in the TA98 strain. Thus, the
Ames test was applied to the fraction and to stigmasterol
in the same conditions, using the TA98 strain, since the
extract showed mutagenic activity for this strain.

As shown in Table 3, no mutagenic activity was observed
for the dichloromethane fraction at any of the concentra-
tions examined for TA98 strain. Stigmasterol was not found
mutagenic for the TA98 strain in the presence and absence
of metabolizing enzymes either. As shown in Table 4, no
MR greater than 2 was observed.

Discussion

RYA was used to identify compounds with structurally
similar estrogenic activity to the natural estrogen, 17-p-
estradiol, and which can interact with the ER. This test
utilizes an engineered yeast strain that harbors two foreign
genetic elements: a vertebrate receptor, in this case, a
human estrogen receptor (ER), and a reporter gene,
whose expression is made dependent on the presence of
estrogens and whose final product concentration is easy
to measure [25].

The samples showed significant estrogenic activity when
evaluated by RYA. The crude extract of C. pallida leaves
showed an equivalent value to estradiol of 14.5 nM, which
evidences that this extract has compounds with affinity
for the ER present in yeast. The extract promoted a
significant activation of the -galactosidase enzyme, which
could be observed due to the high fluorescence units. The
same could be observed with the dichloromethane frac-
tion, which presented an equivalent value to estradiol of
89.0 nM and promoted a high value of fluorescence units.
Since the dichloromethane fraction of leaves from this
plant stood out due to their estrogenic potential, there was

Table 3 Mutagenic activity expressed by the mean number
of revertants/plate + standard deviation and mutagenicity
ratio (in brackets) of dichloromethane fraction of C. pallida
in S. typhimurium strain (TA98) in the absence (-S9) and in
the presence of metabolism (+S9)

Dichloromethane fraction of C. pallida

Treatment TA98
mg/plate -S9 +S9
DMSO 14+£3 27+3
03 19+2(14) 29+6(1.1)
09 15+2(1.1) 27+2(1.0)
1.7 15+£2(1.1) 2945 (1.1)
26 17+£3(1.2) 33+4(1.2)
34 19+4(14) 31+£2(1.1)
Control+ 751+ 96° 1088 + 109°

Negative Control: dimethyl sulfoxide (DMSO - 100 pL/plate); Positive
Control (Control+); *4-nitro-o-phenylenediamine (10.0 ug/plate);
b2-anthramine (1.25 ug/plate).
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Table 4 Mutagenic activity expressed by the mean
number of revertants/plate + standard deviation and
mutagenicity ratio (in brackets) of stigmasterol, isolated
substance of dichloromethane fraction of C. pallida
leaves in S. typhimurium strain (TA98) in the absence
(-S9) and in the presence of metabolism (+S9)

Stigmasterol

Treatment TA 98
mg/plate -S9 +S9
DMSO 16+2 25+2
0.02 16+3(1.0) 31+£4(1.2)
0.04 17+£2(1.1) 23+4(09)
0.09 15+1(0.9) 27+2(1.1)
0.18 17+£0(1.1) 22+1(09)
0.5 19+1(0.2) 30+5(1.2)
Control + 815+ 21° 1531+ 36"

Negative Control: dimethyl sulfoxide (DMSO - 100 uL/plate); Positive
Control (Control+); *4-nitro-o-phenylenediamine (10.0 pg/plate);
b2-anthramine (1.25 pg/plate).

a great interest in discovering the substance responsible
for the activity that was so evident in the leaves.

The chromatographic profile of the leaves revealed the
presence of flavones, for instance apigenin and luteolin
derivates. Flavonoids have some structural similarities to
the natural estrogen 17-B-estradiol, as well as to other
steroid hormones and steroid hormone antagonists [26],
and can interact with the ER and induce gene expression
similar to that induced by estrogens, albeit at a lower
affinity [27].

Regarding the structure of flavonoids and their possible
estrogenic activity, Zand et al. [26] reported that hydroxyl
at the 6, 7 or 4’ positions of the flavonoid provides greater
estrogenic activity and more potent compounds with 2—4
hydroxyl groups, namely, at least one in the 7 position of
the ring A and another in the 4’ position of ring B. The
presence of these hydroxyl groups is essential for the
estrogenic activity because they mimic the hydroxyl at the
3 and 17 position, found in the 17-B-estradiol molecule
[28]. Furthermore, the presence of a double bond between
carbons 2 and 3 of the ring C is essential for the estrogenic
activity [26]. These structural features are exhibited by
the apigenin and luteolin molecules, which allow a good
interaction with ER.

However, derivatives of flavonoids, such as apigenin and
luteolin, usually appear glycosylated [29], and this glyco-
sylation can eliminate the free hydroxyl that is essential
for the interaction with ERs or substituents may provide
steric hindrance that also hinders the interaction with ERs.
Furthermore, the ortho positioning between two hydroxyl
groups may serve to reduce estrogenicity, due to the avoid-
ance of direct interaction with ER [30], as observed with
the luteolin molecule. Thus, these flavones were probably
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not responsible for the estrogenic activity performed by the
extract.

In view of the promising results obtained in experiments
with extract of leaves and considering that the extract is a
complex mixture of several unknown organic compounds
[1], the evaluation of isolated compounds is even more
relevant. In this context, stigmasterol was isolated from
the dichloromethane fraction of leaves and, following, its
estrogenic activity assessed by RYA.

The results for stigmasterol in RYA showed that it is
highly likely that this substance is responsible for the
high estrogenicity found in leaves of C. pallida, since
it was able to provide the highest result equivalent to
estradiol (122.0 nM) and an important ECsy value of
10.5x 107 g/mL.

Stigmasterol belongs to the class phytosteroids extracted
from species of plants. Among the most common
phytosteroids are -sisterol, campesterol and stigmasterol.
Chemically, they are alcohols consisting of 28 or 29
carbon atoms, similar to cholesterol [31].

The advantages of phytosteroids result from its bio-
degradability, the ability to affect numerous biological
processes through membranes, to bind to specific hormone
receptors and to be modified by synthetic methods [32-34].

The structural similarity between the molecule and
stigmasterol from 17-p-estradiol (Figure 4) is remarkable,
justifying the high estrogenic activity found in this sample
by means of the RYA.

Since one of the purposes of this study was to search
for compounds with estrogenic activity that could be used
in hormone replacement therapy, the results obtained for
the samples, mainly for stigmasterol, in the RYA, make
these substances possible candidates.

Regarding the safe use of natural products, the muta-
genic activity of the crude extract of C. pallida leaves,
dichloromethane fraction and stigmasterol were assessed
by the Ames test. Although the crude extract of C. pallida
leaves showed good results when assessed as for its estro-
genic activity, it proved to be mutagenic when evaluated
by the Ames test. The extract was mutagenic for the TA98
strain, in the absence of metabolic activity. This allows us
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to state that this extract has direct mutagens acting as per
the mechanism of frameshift.

In relation to the study of the mutagenic potential of
flavonoids, Rietjens et al. [35] have described essential
features in the flavonoid structure for the mutagenic
activity to be present, such as: a free hydroxyl at the 3
position of the ring C, double bond between the 2 and 3
positions and the keto group at the 4 position. These
characteristics are fundamental for the presence of
mutagenic activity because they allow the hydroxyl at the
3 position to tautomerize molecule for molecule 3-keto.
However, the apigenin and luteolin molecules do not have
hydroxyl at the 3 position of the ring C, which may
suggest that these substances are not responsible for
the mutagenic activity found in the extract.

The literature reports that pyrrolizidine alkaloids are
often found in Crotalaria species, including C. pallida
[36,37]. Previous studies have demonstrated that alkaloids
are able to induce chromosomal aberrations in the CHO
(Chinese Hamster Ovary) [38] cell line, mutagenicity in
Chinese hamster lung cells (CHL) [39], sister chromatid
exchange in human peripheral lymphocytes [40] and in-
crease the frequency of micronuclei and sister chromatid
exchange in meristematic cells of Allium cepa [41].
The hepatotoxic activity of pyrrolizidine alkaloids
probably results from the high reactivity of alkylating
pyrrole derivatives, generated during enzymatic metabolism
[42]. Both alkaloid molecules and metabolites are reactive
alkylating agents capable of forming covalent bonds
with stable macromolecules [43,44]. Due to the ability
of pyrrolizidine alkaloids to interact with the genetic
material, their involvement has been evidenced with
mutagenicity and carcinogenesis [43].

In this study, the dichloromethane fraction and stigmas-
terol did not show mutagenic activity when evaluated
by the Ames test in the TA98 strain. Considering the
promising estrogenic activity of this isolated substance, a
lack of mutagenic effect in bacterial systems is highly
relevant.

Phytosterols such as stigmasterol are known as antioxi-
dants [45], playing a role in the chemoprevention of DNA

Stigmasterol

Figure 4 Structural similarity between stigmasterol and 17-B-estradiol.

OH

HO
17-B-estradiol
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damage induced by oxidative radicals [46]. The exact
mechanism by which phytosteroids offer protection
against cancer is not understood, but there are theories
proposing their effect on the structure of cell membranes,
on the fluidity of cell membranes, on enzymes bound to
membranes, on signal transduction pathways, on apoptosis,
on membrane integrity, on the immune function, on the
estrogenic properties on the tissue and on acids and neutral
steroids in the colon [31].

Lim et al. [47] reported stigmasterol as a substance
with high antimutagenic activity in Gleditsia sinensis
Lam, Leguminosae, obtaining a reduction of 51.2% and
64.2% of mutagenicity against MNNG (N-methyl-N’-nitro-
nitrosoguanidine) and 4-NQO (4-nitroquinoline-N-oxide)
mutagens, respectively, by means of in vitro assay, referring
to the application of stigmasterol as an anticancer agent,
but emphasizing the need for in vivo studies. Substances
with antimutagenic potential increase the efficiency of the
repair mechanisms of mutations caused by mutagens or
cause the inactivation of the mutagenic substance. As a
result, these substances act as protective agents, reducing
the frequency of DNA damage. In both cases, however,
they act before the disordered multiplication of cells or
tumor formation [48].

Considering the promising estrogenic activity and that
stigmasterol might be successfully incorporated into
pharmaceutical products, the absence of a mutagenic
effect in the Ames assay is a positive step towards deter-
mining its safe use in hormone replacement therapy
during menopause.

Conclusions

In conclusion, this study evidenced that the crude extract
of C. pallida leaves has an estrogenic effect. Nevertheless,
the present results indicate that this extract should be used
with caution because it might be mutagenic. Considering
that medicinal herbs contain complex mixtures of thou-
sands of components that can act alone or synergistically,
the estrogenic activity of dichloromethane fraction and
stigmasterol isolated from C. pallida leaves with absence
of a mutagenic effect in the Ames assay is highly relevant,
since these samples may be successfully incorporated
into pharmaceutical products with an important role in
hormone replacement therapy.
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