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Capitulo 2
Anexo 1

-Lista de solugbes e meios utilizados



Capitulo I.

“Nossas davidas sio traidoras
e nos fazem perder o bem que poderiamos conquistar,

se nio fosse o medo de tentar."

William Shakespeare



Resumo

A Arrabidaea brachypoda (DC.) Bureau, € um arbusto nativo do
Cerrado pertencente a familia Bignoniaceae, é conhecida como “cip6-una” ou
“tintureiro” e popularmente utilizada no tratamento de artrite. Diversas
atividades para esta espécie ja foram reconhecidas, tais como antifingica,
antiviral, anti-inflamatoria, efeito antinocicepitivo e anti-Tripanosoma cruzi,
porém estudos que comprovem sua eficacia e seguranca ainda sdo raros,
sendo assim 0 objetivo desde trabalho foi avaliar a atividade mutagénica
através do Teste de Ames e a atividade estrogénica através do ensaio de
leveduras recombinantes (RYA) dos extratos, fracdes e substancias isoladas
de A. brachypoda. O Tesde de Ames foi realizado com as linhagens de
Salmonella typhimurium TA100, TA98, TA97a e TA102, com e sem ativagdo
metabdlica pelo método de pré-incubacdo. O Teste RYA foi realizado com a
linhagem de Saccharomyces cerevisiae BY4741 com os extratos das folhas,
caules, raizes, suas respectivas fracdes e substancias isoladas. Todos os
extratos e também a fracdo aquosa das folhas de A. brachypoda mostraram
atividade mutagénica e o0s extratos das folhas e das raizes também
apresentaram atividade estrogénica. Os resultados contribuem para o0s
conhecimentos sobre a seguranca do uso desta espécie, portanto
recomendamos cautela com seu uso devido os resultados positivos quanto a
mutagenicidade e acreditamos que os riscos de efeitos adversos pela atuacao

como alteradores enddécrinos sejam baixos.
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Abstract

The Arrabidaea brachypoda (DC.) Bureau, is a native of Cerrado shrub
belonging to Bignoniaceae family, is known as "vine-one" or "dyer" and
popularly used to treat arthritis. Several activity for this species have been
recognized as an antifungal, antiviral, anti-inflammatory, antinocicepitivo effect
and anti-Trypanosoma cruzi, but studies proving its effectiveness and safety are
still rare, thus the objective since work was to evaluate the mutagenic activity
through the Ames test and the estrogenic activity by testing recombinant yeast
(RYA) of the extracts, fractions and compounds of A. brachypoda. The Ames
Test was performed with Salmonella typhimurium strains TA100, TA98, TA97
and TA102, with and without metabolic activation by preincubation method. The
RYA test was performed with Saccharomyces cerevisiae BY4741 strain with the
extracts of the leaves, stalks, roots, their respective fractions and compounds.
All the extracts and also the aqueous fraction of the leaves of A. brachypoda
showed mutagenic activity and the extracts of leaves and roots also showed
estrogenic activity. The results contribute to the knowledge about the safety of
using this species, so we recommend caution with its use because the positive
results regarding the mutagenicity and we believe that the risk of adverse

effects by acting as endocrine changers is low.

Keywords
Arrabidaea brachypoda, mutagenicity, estrogenicity, Ames test, recombinant

yeast assay (RYA), medicinal plants.
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1. Introducéo

1.1. Plantas medicinais

Desde tempos remotos as pessoas tentam encontrar medicamentos
para aliviar a dor e curar doencgas, identificando assim propriedades curativas
em certas plantas e transmitindo tais conhecimentos as geracfes sucessivas,
assim, as plantas tem sido sempre uma boa fonte de remédios e seu uso é
feito pelo homem pela necessidade de sobrevivéncia desde o inicio da
civilizacdo, levando-o a descoberta de possiveis aplicacdes terapéuticas de
determinadas espécies. Em 1803, o farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam
Sertiirner isolou a morfina da Papaver somniferum, marcando o inicio do
processo de extragdo de principios ativos de plantas e até o ano de 2003 cerca
de 30% de todas as drogas disponiveis na terapéutica ja eram derivadas de
produtos naturais (CALIXTO, 2005; GAIKWAD et al., 2014; PETROVSKA,
2012; RIBEIRO, 1996; TEIXEIRA et al., 2003; TUROLLA; NASCIMENTO,
2006; VICENTINI et al., 2001).

Os usos benéficos das plantas medicinais no sistema tradicional de
diversas culturas sdo amplamente documentados, a medicina tradicional
(definida pelo conjunto dos conhecimentos, das habilidades e praticas
baseadas nas teorias, crencas e experiéncias indigenas das diferentes
culturas, sejam explicaveis ou ndo, usado para manter a saude e para a
prevencdo, diagndéstico, melhoria ou tratamento enfermidades fisicas e
mentais) tem uma longa historia de servir os povos de todo o mundo. Em
muitos paises o uso de plantas medicinais na saude publica é a principal forma

de tratamento de doencas, no continente Africano, por exemplo, 80% da
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populacdo depende do uso das plantas como alternativa aos altos custos dos
farmacos sintéticos e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) calculou em
2011 que perto de 80% da populacédo de paises em vias de desenvolvimento
dependa da medicina tradicional para as suas necessidades em termos de
cuidados primarios de saude da populacdo mundial (GAIKWAD et al., 2014;
OMS, 2011; PETROVSKA, 2012; PIRBALOUTI et al., 2013; TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

Um dos problemas enfrentados pelos médicos e também pelos
usuarios das plantas medicinais é a falta de informacdes suficientes sobre sua
seguranca e comprovacdo de seus efeitos. Pensando nisso e visando uma
melhoria na qualidade desses medicamentos, o Ministério da Saude elaborou
uma portaria (Portaria n°® 6 /SUS de 31 de janeiro de 1995), regulamentando os
procedimentos para a producdo de fitoterapicos no Brasil. Posteriormente,
houve a RDC-17 de 25 de fevereiro de 2000 e atualmente a RDC n° 69 de 08
de Dezembro de 2014 que regulamentam o registro, padronizagéo, bula, boas
praticas da fabricacdo, entre outros fatores, de medicamentos fitoterapicos.
Esta preocupagdo das autoridades regulatdérias com a normatizagdo dos
fitoterapicos propicia a avaliacdo de aspectos importantes, como a eficacia e
seguranca do uso destes medicamentos (ANVISA, 2014; NASCIMENTO et al.,
2005; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A importancia da regulamentacéo dos fitoterapicos deve-se ao fato de
gue muitas pessoas acreditam que o uso tradicional de diversas plantas
medicinais baseado em conhecimentos populares, aliado a crenca de que, por

ser natural ndo causa reacOes adversas, € sinbnimo de produtos saudaveis,
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seguros e benéficos a saude (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006; VIEIRA et al.,
2010).

Na Alemanha, maior produtor e consumidor europeu de preparacoes a
base de plantas, a Fitoterapia racional € empregada com base em preparacfes
cuja eficiéncia depende da dose aplicada, dos componentes ativos
identificados e sua eficacia previamente comprovada por ensaios
experimentais e clinicos. Certamente o avanco ocorrido na area cientifica
permitiu o desenvolvimento de fitoterapicos confidveis e seguros, no entanto
ainda faltam estudos que comprovem a utilizacdo segura e eficaz de varias

plantas (PETROVSKA, 2012; VIEIRA et al., 2010).

1.2. Atividade mutagénica

A identificacdo de substancias capazes de induzir mutagdes tornou-se
um procedimento importante na avaliacdo do risco a saude. A exposi¢cao dos
seres humanos a diversos produtos quimicos pode gerar efeitos deletérios
como a inducdo mutacbes que podem danificar as células germinativas
levando a problemas de fertilidade e mutagbes em geracOes futuras (efeitos
teratogénicos), além de também serem capazes de induzir o cancer (mutagdes
na células somaticas) (TEJS, 2008).

As mutacbes podem ser do tipo génicas ou pontuais (em que uma
Gnica base nitrogenada € modificada, ou relativamente poucas bases sao
inseridas ou deletadas, ou cromossémicas podem ser numeéricas euploidias
(envolvem genomas inteiros) ou aneuploidias (envolvem parte do genoma), e
mutacBes cromossOmicas estruturais, sendo elas: delecdo, duplicacao,

translocacao e inversdo (AMES et al., 1973a; GRIFFITHS et al.,2006).
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Entre os varios bioensaios “in vitro” de curta duracao, o teste de Ames
(Salmonella typhimurium/ his™ reversion assay), que detecta mutagdes génicas,
tem sido o mais comumente utilizado na determinacdo da capacidade
mutagénica de grande variedade de substancias quimicas e misturas
complexas, além de propiciar uma boa correlacdo com a carcinogenicidade
(TAGLIARI et al., 1999). Estudos que determinam a sensibilidade e correlacao
do teste de Ames com estudos de carcinogenicidade animal tem sido
realizados, estabelecendo elevada preditividade de uma resposta positiva no
teste de Ames e carcinogenicidade em roedores, variando de 90 a 77%,
dependendo principalmente da composi¢ao quimica (MORTELMANS; ZEIGER,
2000).

E um dos testes de triagem recomendados pela EPA (6rgdo de
Controle Ambiental dos Estados Unidos) para uso em programas de
monitoramento e controle de poluicdo ambiental (Agua, ar, material particulado,
sedimento, residuos sélidos e efluentes industriais), conforme CETESB.

A ANVISA no Guia para a condugcdo de estudos ndo clinicos de
toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de
medicamentos, aponta a importancia do uso de métodos alternativos in vitro
em substituichdo a estudos in vivo, desde que validados e aceitos
internacionalmente visando uma maior harmonizacdo com a regulamentacao
internacional, evitando utilizacdo desnecesséaria de animais nos estudos nao
clinicos, sem comprometer a obtencdo e a confiabilidade de informacdes
referentes a seguranca da substancia a ser testada fornecendo dados
confiaveis para dar subsidios as futuras pesquisas clinicas; e ressalta o teste

de Ames, por se encaixar nas caracteristicas citadas, como o teste in vitro a ser
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utilizado para estudos de genotoxicidade, desenhado para detectar o potencial
das substancias sob investigacdo de causar mutacBes génicas (ANVISA,
2013).

O teste de ames baseia-se na utilizacdo de diferentes linhagens de
Salmonella typhimurium, derivadas da linhagem parental LT2, auxotréfica para
histidina (his’), especialmente construidas para detectar mutacdes génicas no
DNA, como deslocamento do quadro de leitura (“frameshift”) ou substituicdo de
pares de base (“base pair substitution”). Estas cepas incapazes de crescer em
meio minimo, isento de histidina, tornam-se prototroficas para histidina, apos a
exposicdo de uma populagdo, a um agente mutagénico (MARON; AMES,
1983).

Para identificar agentes mutagénicos de acéo indireta adiciona-se as
culturas durante os ensaios a chamada fracdo S9, que contém enzimas de
metabolizacdo de xenobidticos e € obtida a partir do figado de ratos. Todas
essas caracteristicas conferem ao Teste de Ames uma grande capacidade de
identificagdo e caracterizacdo de diferentes agentes mutagénicos e/ou

antimutagénicos, com grande eficiéncia e sensibilidade (SANTOS, 2006).

1.3. Atividade estrogénica
Algumas plantas possuem componentes capazes de mimetizar o
horménio humano 17-8 estradiol, chamados de fitoestrogenos, que sé&o
polifendis ndo esteroidais (ZORZANO et al.,, 2013). Com base em suas
estruturas quimicas, os fitoestrégenos sado divididos em quatro grupos

principais: isoflavonoides, flavonoides, coumestrol e lignanas (De ANGELIS,
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2001). As isoflavonas sédo frequentemente chamadas fitoestrogenos por se
ligarem aos receptores de estrégeno. Essa ligacdo acontece com maior
afinidade ao receptor de estrogeno-f do que receptor de estrogénio-a, além de
apresentar propriedades estrogénicas agonista e antagonista (NAMS, 2004).
Entre os fitoestrogenos, a literatura destaca as isoflavonas da soja,
como a daidzina e genistina, devido as suas estruturas quimicas bastante
semelhantes a do estrdgeno humano, se comportam como estrogenos
naturais, ligando-se aos receptores de estrégeno, mas ndo sendo capazes de
causar 0os mesmos efeitos colaterais que esse (SIMAO et al., 2008). Para
exercer essas atividades, esses metabdlitos utilizam receptores celulares que
competem com o 17-8 estradiol na ligacdo com receptores estrogénicos
(KUIPER-GOODMAN et al., 1987 apud HAUSCHILD et al., 2007).

A busca por tratamentos alternativos, capazes de promover beneficios a
sindrome climatérica, sem que traga efeitos colaterais e sem contra-indicacdes,
sdo cada vez mais visados (NAHAS et al., 2003). Definido pela OMS como
uma fase de alteragbes fisiologicas no organismo da mulher, o climatério é
considerado o periodo em que a mulher deixa de menstruar e com ele termina
o ciclo de reproducgéo (Ministério da Saude, 2008). Para muitas mulheres esse
assunto € um tabu, pois ele é associado com o inicio do envelhecimento e da
decadéncia da sexualidade, pensamento caracteristico da cultura ocidental
(BERNI et al.,, 2007). Apesar de todos esses fatos, tém sido os sintomas
fisicos, como fogachos, enj6os e sudoreses objetos da maioria dos estudos
gue buscam encontrar formas para que as mulheres passem por essa fase da
vida de maneira saudavel (PREDIGER, 2009). A terapia de reposi¢cdo hormonal

alivia estes sintomas, no entanto é importante ressaltar que a sua aderéncia €
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muito baixa. Estima-se que apenas 20% das mulheres prosseguem com o
tratamento durante o climatério, sendo que as demais abandonam devidos os
efeitos colaterais (sangramento irregular, mastalgia, nausea, cefaléia, ganho de
peso e retencdo hidrica) além do receio de desenvolver cancer (GIACOMINI;
MELLA, 2006).

Embora as pesquisas sobre os fitoestrogenos, em sua maioria, apontem
para sua atuacao positiva sobre a saude humana, principalmente em mulheres
no periodo da pds-menopausa como alivio dos fogachos (FERRARI, 2009),
prevencdo da atrofia vaginal (CHIECHI et al., 2003), reducdo do risco de
cancer de mama (BUTLER et al.,, 2010; TROCK et al., 2006) entre outros,
algumas pesquisas mostram essas substancias como alteradores enddcrinos
com efeitos adversos para nossa saude, como o estimulo do crescimento de
células mamérias cancerosas (SAKAMOTO et al, 2009) hiperplasia
endometrial (UNFER et al., 2004) reducdo das concentracfes plasmaticas de
testosterona e atrofia das glandulas sexuais em ratos machos (CLINE et al.,
2004).

A fim de colaborar nesta situacdo, os bioensaios in vitro, principalmente
aqueles baseados nos mecanismos de acéo dos estrégenos, estao se tornando
cada vez mais importantes na identificacdo e avaliacdo da atividade
estrogénica. Eles sdo meios rapidos, eficazes e eficientes de avaliacdo da
estrogenicidade de um grande numero de amostras ambientais e compostos
quimicos, minimizando o uso de animais de laboratério (CESPEDES et al.,
2004; ZACHAREWSKI, 1997).

O teste RYA (Recombinant Yeast Assay) € um dos testes utilizados para

avaliar o potencial estrogénico de amostras. Esse teste inclui a utilizacdo da
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levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada que expressam
constitutivamente o receptor de estrogeno humano. Esse ensaio responde a
ligacdo de substancias estruturalmente semelhantes ao estrogeno e verifica a
afinidade de ligacdo de compostos ao receptor de estrogeno (GARCIA-
REYERO et al., 2005). A expressdo do gene repérter € monitorada pela
atividade enzimética utilizando substratos, cujos produtos sédo facilmente

detectados e quantificados (NOGUEROL et al., 2006).

1.4. Familia Bignoniacea

A familia Bignoniaceae possui distribuicdo pantropical e inclui cerca de
120 géneros e 800 espécies. No Brasil, ocorrem 32 géneros e cerca de 350
espécies (SOUZA; LORENZI, 2008). As espécies de Bignoniaceae sé&o
encontradas em diferentes tipos de ambientes, desde os cerrados abertos até
as florestas Umidas e perenifélias, representando a principal familia de lianas
das matas brasileiras (SILVA; QUEIROZ, 2003). Os estudos quimicos com
Bignoniaceae demonstram uma diversidade grande de classes de metabdlitos
especiais, entre os quais incluem lignanas, flavonoides, iridéides, triterpenos,
xantonas, naftoquinonas, acidos cinamicos e benzodicos e seus derivados. Os
alcaloides sdo raramente encontrados, ndo se caracterizando como
marcadores quimiotaxonémicos deste taxon. Um numero de atividades
biologicas vem sendo experimentalmente observadas para os membros dessa
familia, como atividade anticancerigena, antifingica, antibacteriana e
antiinflamatéria. No Brasil, as plantas desta familia sdo usadas popularmente
como adstringentes, antitérmicas e para tratar reumatismos, diarreias, cancer e

infeccbes microbianas (OLIVEIRA et al., 1990; Da ROCHA et al., 2014).
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1.5. Género Arrabidaea

O género Arrabidaea, um importante representante da familia
Bignoniaceae, com aproximadamente 100 espécies, apresenta relevantes
caracteristicas quimicas e biolégicas. Espécies de Arrabidaea sdo distribuidas
em todas as regides do mundo. Na medicina tradicional, espécies deste género
sdo utiizadas em varias aplicagcbes terapéuticas: adstringentes,
antiinflamataorios, antibiéticos e antitumorais (FERRO et al., 2006).

Diversas atividades sdo atribuidas para espécies do género Arrabidaea
entre elas acdo anti-Tripanosoma cruzi em A. triplinervia, antifingica em A.
bilabiata, antioxidante em A. samydoides, contra vermes adultos de
Schistosoma mansoni em A. pulchra e A.harleyi que é popularmente utilizada
para o tratamento da caspa (ALVARENGA et al.. 2012; GONZALEZ et al.,
2000; LEITE et al., 2006; LIMA et al., 2003; PAULETTI et al., 2003). A espécie
mais estudada deste género € a A. chica, popularmente utilizada como agente
antidiarréico, antianémica, no tratamento de cdlicas intestinais, hepatite,
ictericia, leucemia e infec¢Ges de pele. Estudos apontam para acao antifingica,
tripanocida, anti-inflamatéria e cicatrizante (BARBOSA et al., 2008; HOFLING
et al., 2010; JORGE et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009) e ja foram relatados a
presenca de taninos, flavonoides (7,4-dihidroxi-5-metoxiflavona, luteolina,
carajuruflavona, apigenina, escutelarina e isoescutelarina), fitoesteradis,
antocianidinas e o0s pigmentos utilizados em cosméticos carajurona e
carajurina.

Levantamentos bibliograficos revelam, de maneira geral, a presenca de

xantonas, flavonas (como a crisina), triterpenos pentaciclicos (como o lupeol,
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3B,16a-diidroxi-olean-12-eno, eritrodiol e uvaol), esteroides (como o sitosterol)

e acido ursélico (PAULETTI et al., 2003) em espécies do género Arrabidaea.

1.6. Arrabidaea brachypoda

Arrabidaea brachypoda (DC.) Bureau (figura 1) é um arbusto nativo do
Cerrado de até 70 cm de altura que pertence a familia Bignoniacea.
Caracteriza-se pelas folhas simples e flores réseas-roxas em inflorescéncias
terminais (SILVA; QUEIROZ, 2003). E conhecida como “cip6-una” ou
“tintureiro” e popularmente utilizada no tratamento de dores nas articulagdes
(atrite). Estudos demonstram atividade antifungica, antiviral, anti-inflamatéria e
efeito antinocicepitivo em modelos animais e mais recentemente promissora
acdo anti-Tripanosoma cruzi (ALCERITO et al., 2002; BRANDAO et al., 2010;
Da ROCHA et al., 2011; Da ROCHA et al., 2014).

Os primeiros relatos da fitoquimica da espécie apontaram a presenca
dos flavonoides apigenina e luteolina (BLATT et al., 1998). Alcerito et al., 2002
isolaram quatro flavoides a partir das ceras das folhas de A. brachypoda:
cirsimaritina, hispidulina, cirsiliol (primeiro relato na familia) e 3,4-dihidroxi-
5,6,7-trimetoxiflavona (primeiro relato como um produto natural), também ha
relatos da presenca de saponinas, glicosideos cardiacos, compostos fendlicos,
taninos, esteroides, triterpenos pentaciclicos, acido betulinico, acido ursadlico e
acido oleandlico além de trés novos compostos: brachydin A, brachydin B e
brachydin C no extrato das raizes (ALCERITO et al., 2002; Da ROCHA et al.,
2011; Da ROCHA 2014).

Apesar dos avancos dos estudos fitoquimicos e das atividades

biolégicas da A. brachypoda, poucos examinaram a seguran¢ca do seu uso,
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portanto, baseado no uso popular e nos estudos promissores das atividades
biologicas da espécie este estudo tem com objetivo investigar as propriedades
mutagénica, através do Teste de Ames, e estrogénica, pelo Teste RYA, dos
extratos etandlicos padronizados, fragcbes e substancias isoladas de A.

brachypoda.

Figura 1. Arrabidaea brachypoda (DC.) Bureau. Fonte: Ricardo. R., 2008.



36

2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais
Avaliar a atividade mutagénica por meio do teste de Ames e
estrogénica utilizando o ensaio de leveduras recombinantes (RYA) dos extratos
etandlicos padronizados de folhas, caule e raizes, das frag6es diclorometano e
aquosa e das substancias isoladas de Arrabidaea brachypoda (DC.) Bureau,
planta inserida no projeto BIOTA- Fitoterapicos padronizados como alvo para o
tratamento de doencas cronicas (Projeto Tematico- BIOTA FAPESP processo

2009/05237-9).

2.2. Objetivos especificos

-Avaliar a mutagenicidade, por meio do teste de Ames, dos extratos
etanolicos padronizados de folhas, caule e raizes e das fra¢des diclorometano
e aquosa de A. brachypoda (DC.) Bureau empregando as linhagens TA100,

TA98, TA97a e TA102 de S. typhimurium.

-Avaliar a estrogenicidade utilizando o ensaio com leveduras
recombinantes (RYA) dos extratos etandlicos padronizados de folhas, caule e
raizes, das fragcfes diclorometano e aguosa e das substancias isoladas de A.

brachypoda (DC.) Bureau.
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3. Materiais e métodos

3.1. Obtencdo do material vegetal

Os extratos foram obtidos no Instituto de Quimica da UNESP, campus
Araraguara-SP, sob coordenacdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas e Profa. Dra.
Lourdes Campaner dos Santos.

Como material de estudo foram utilizadas folhas, caules e raizes de
Arrabidaea brachypoda (DC.) Bureau coletadas em abril de 2010 nas é&reas de
cerrado da fazenda San’t Ana da Serra, situada no municipio de Jodo Pinheiro
(MG). A ratificacdo taxonémica foi realizada pela Prof2 Dr2 Ana Maria Cristina
Braga Messias do Instituto de Botanica da Universidade Federal de Ouro Preto,
sendo que no Herbario José Badine do Instituto de botanica da UFOP se
encontra catalogada uma exsicata sob o numero 17935. Apds secagem
completa, as folhas, caules e raizes foram trituradas separadamente em
moinho de facas e pesadas dando origem a 790,34 g, 598,45 g e 498,78 g

respectivamente.

3.2. Preparo dos extratos, fragdes e compostos isolados

O material seco foi sucessivamente extraido por percolacdo em
temperatura ambiente, com EtOH-H,O 70%. Os extratos etandlicos brutos
foram obtidos depois de filtracdo e evaporados até a secura sob vacuo a
aproximadamente 40°C, obtendo-se o0s extratos aquoso-etanol das folhas
(105,09), do caule (30,09) e da raiz (56,09), foi determinado o rendimento dos

extratos para cada parte da planta como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1: Rendimento dos extratos de Arrabidaea brachypoda.

Parte da planta Quantidade de material Massa Rendimento
extraido com Etanol 70% (g) extrato(g)
Folhas 450,00 105,0 15%
Caules 250,00 30,0 12%
Raizes 350,00 56 g 16%

Além disso, extracdes liquido/liquido com os extratos das folhas, caules
e raizes foram realizadas usando-se CH,Cl, (1 L) e H,O- MeOH (7: 3) (1 L). As
fracbes CH,Cl, e aquosa-metandlica foram obtidas apdés a decantacdo e
evaporacdo até a secura sob vacuo a aproximadamente 40°C, dando origem

as respectivas fracdes secas, observadas na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento das fragBes de Arrabidaea brachypoda.

Parte da planta Frac8es obtidas Massa fracao(g) Rendimento
Folhas DCM 6,67 47,6%
Aquosa 8,23 52,4%
Caules DCM 0,29 7,22%
Aquosa 2,43 60,65%
Raizes DCM 4,44 37, 7%
Aquosa 7,36 62,3%

A fragéo diclorometano oriunda do extrato da raiz (2,5 g) foi fracionada
utilizando inicialmente MPLC com uma coluna Zeoprep C;s como fase
estacionéaria (15-25 mm, 460 x 49 milimetros ID) (Zeochem); MeOH e acido
férmico a 0,002% em agua foram adicionados utilizando um gradiente linear de
5% a 100% de MeOH ao longo de um periodo de 50h. A taxa de fluxo foi de
3,5mL x min™, e a absorbancia de UV foi detectada a 217nm. A separacéo
MPLC gerou 235 fragbes. Cada fragao foi analisada por HPLC-PDA. As fracdes
90-98 (149,9mg), fracbes 138-143 (275,2mgQ), e as fragbes 157-171 (298,3mgQ)

produziram os compostos 1, 2, e 3, respectivamente.



39

Todas as etapas descritas acima podem ser visualizadas no

fluxograma abaixo (Figura 2).

{ Arrabidaea brachypoda ]

Secagem em
estufa de ar Eolhas Caules Raizes
circulante a Percolacéo simples
extragdo exaustiva

45°C.
etanol 70%.
Rotaevaporados a
40°C e liofilizados.

SEE— ——
Extr. das Extr. do Extr. da
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Extragao (105,50) (30,09) (56.00)
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Figura 2. Fluxograma das etapas de extracdo da A. brachypoda.

3.3. Avaliagdo da mutagenicidade

3.3.1. Linhagens utilizadas

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

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

hisD 6610 e sdo alvos para mutacao os residuos GC (MARON; AMES, 1983).

3.3.2. Manutencao e estoque das cepas de Salmonella
typhimurium

As cepas de S. typhimurium ficaram estocadas em tubos para

congelamento (1,5mL), e mantidas a -70° C para que se mantivessem

inalteradas todas as suas caracteristicas genéticas. Para cada 0,9mL de

cultura, foi adicionado 0,1mL de dimetilsuféxido (DMSO) que é um crioprotetor.

3.3.3. Verificacdo das caracteristicas genéticas das cepas de S.
typhimurium
As caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium foram

checadas rotineiramente, antes do preparo dos estoques para congelamento. A
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dependéncia da histidina, presenca de mutacao rfa, presenca de delecdo uvrB

e a presenca de plasmidios de resisténcia também foram verificadas.

3.3.4. Taxa de reversdo espontanea
A reversdo espontanea das cepas-teste para independéncia a histidina
foi medida rotineiramente sendo que a frequéncia de reversao é caracteristica
para cada cepa. As coldnias revertentes prototréficas para a histidina, sao
facilmente visiveis em placas de agar minimo glicosado com tracos de histidina
e biotina, em contraste com as colbnias auxotroficas, que formaram uma fina

camada de crescimento bacteriano (“background”).

3.3.5. Preparo do in6culo de S. typhimurium
Semeou-se com auxilio de alga de inoculagéo, pequena quantidade do
crescimento da cultura em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n. 2). Incubou-se a
37° C por 14 horas em shaker com agitagcdo de modo a obter uma densidade

de 1-2 x10° bactérias/mL.

3.3.6. Controles
O controle negativo foi feito com DMSO, solvente em que as amostras
vegetais foram solubilizadas. Os controles positivos utilizados como em
ensaios sem ativacdo metabolica foram o 4-nitrofenilenodiamino (NPD) para as
linhagens TA98 e TA97a, azida sodica para a linhagem TA100 e mitomicina C
para a linhagem TA102 e para os ensaios com S9 foram usados o 2-

aminoantraceno (TA98, TA100 e TA97a) e o aminofluoreno (TA102).
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3.3.7. Ensaios de mutagenicidade

A metodologia utilizada foi a de pré-incubacdo, desenvolvida por
Maron; Ames (1983). Em tubos de ensaio foram adicionados 0,1mL de cultura
de bactérias (1-2 x 10° bactérias/mL), concentraces adequadas da amostra
(determinada em experimentos preliminares) e 0,5mL de tampao fosfato pH 7,4
ou 0,5mL da mistura S9 (4%) no caso de ensaios com ativacdo metabdlica. Os
tubos assim compostos foram incubados a 37°C durante 20 minutos. Em
seguida, foram adicionados 2mL de agar de superficie (top-agar) acrescido de
uma solucdo de histidina/biotina 0,05mM na propor¢cdo de 10/100mL. Em
seguida, os tubos foram agitados e vertidos em placas de Petri que ja
continham o meio minimo glicosado. Essas placas foram incubadas por 48
horas a 37°C. Transcorrido esse tempo, foi efetuada a contagem das colonias
revertentes. Todas as concentragdes testadas, controles positivos e negativos
foram realizados em triplicata.

A determinacdo das concentracOes utilizadas dos extratos foi a partir
da maior massa seca do extrato solubilizada no menor volume de solvente
possivel, e a concentracao inicial obtida foi entdo testada a fim de observar se
h& ou nao toxicidade para a linhagem de Salmonella typhimurium avaliada.

Para analisar a atividade mutagénica foram utilizadas cinco diferentes
concentragdes dos extratos brutos de folhas, caule e raiz (de 12,0-1,5mg/ placa
de cada extrato para as linhagens TA100, TA102 e TA97a e de 24,0-3,0
mg/placa para a linhagem TA98; de 12,0-1,5mg/placa).

Quatro concentracdes diferentes foram testadas apenas para linhagem
TA98 para cada fracdo aquosa e DCM (de 22,50-3,75mg/placa com a fr.

aquosa das folhas nos experimentos com (+S9) e sem (-S9) ativacéo
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metabolica; de 1,87-0,31 para experimentos sem S9 e de 0,31-0,05mg/placa
nos experimentos com S9 na fr. DCM das folhas; de 11,25-1,87mg/placa nos
experimentos sem S9, de 0,94-0,16 para os experimentos com S9 na fr.
aquosa da raiz; e de 1,87-0,31mg/placa para experimentos sem S9 e de 0,31-
0,05mg/placa para experimentos com S9 na a fr. DCM da raiz), dissolvidos em
DMSO, para serem testados.

Em todos os ensaios subsequentes, o limite superior da gama de
dosagem testada foi a dose mais elevada ndo-toxica ou a dose toxica mais
baixa determinada neste ensaio preliminar. A toxicidade das amostras foi
evidenciada pela redugdo no numero de revertentes His+ em relacdo ao
controle espontaneo ou como uma diminuigdo da espessura do crescimento de

fundo (bacground lawn) nas placas de agar minimo.

3.3.8. Forma de analise dos resultados

Os dados da mutagenicidade foram analisados utilizando o programa
estatistico Salanal elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do
Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, USA. Esse programa
adotando o modelo de Bernstein et al., (1982), permite a avaliacdo do efeito
dose-resposta através do calculo da analise de variancia (ANOVA) entre as
médias do numero de revertentes nas diferentes doses testadas e o controle
negativo, seguido de uma regresséo linear. A partir dos resultados obtidos, foi
calculada a razdo de mutagenicidade (RM) para cada dose analisada, que € a
média do numero de revertentes na placa teste (espontaneos mais induzidos)
dividida pela média do numero de revertentes por placa do controle negativo. A

amostra foi considerada mutagénica quando a razdo de mutagenicidade (RM)
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foi maior ou igual a 2 em pelo menos uma das doses testadas e quando houve
uma relacdo dose resposta entre as concentracfes testadas e o numero de
revertentes induzidos. Por sua vez, a amostra foi considerada negativa para o
teste de Ames, quando a mesma nao induziu aumento significativo no nimero
de revertentes e seus RM foram todos menores que 2. Quando apenas um dos
parametros foi atendido, considerou-se a amostra com indicios de

mutagenicidade (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

3.4. Avaliacdo do potencial estrogénico

3.4.1. Linhagem e plamideos

Para o experimento foi utilizada a linhagem BY4741 (MATa ura3A0
leu2A0 his3A1 metl5A0) de S. cerevisiae obtida da EUROSCARF, Frankfurt,
Alemanha, transformadas com os plasmideos pH5HEO e pVITB2x, gentilmente
cedida pelo Dr. Benjamin Pifia do CSIC-Barcelona, Espanha. O plasmideo de
expressdo pH5HEO contém o receptor de estrogeno humano (HEO) (GREEN e
CHAMBON, 1991) clonado no vetor de expresséo constitutivo da levedura,
pAAHS5. O plasmideo repérter pVITB2x é derivado do pSFLA-178k, que contém
o promotor CYC1 que regula o gene da B-galactosidase em E. coli. O plamideo
pVITB2x contém duas cOpias do elemento responsivo a estrogeno (ERE2)
pseudo-palindrébmico do gene vitelogenina B1 de X. laevis inserido no sitio

unico Kpnl de pSFLA-178K (GARCIA-REYERO et al., 2005).
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3.4.2. Preparo dos in6culos de S. cerevisiae

O teste de RYA foi realizado essencialmente como descrito em Garcia-
Reyero et al. (2005). A levedura BY4741 transformada com os plasmideos
pH5HEO e pVITB2x foi descongelada do estoque a -70 °C e crescida a 30 °C,
por 2-3 dias em meio minimo SD (base nitrogenada sem aminoacidos 6,7g/L,
glicose 20g/L) com auséncia de uracila e leucina (-Ura-Leu) suplementado dos
aminoacidos prototréficos necessarios (0,1g/L de histidina e metionina). A
seguir, as leveduras cresceram em meio rico YPD (extrato de levedura 5g/L,
peptona 10 g/L e glicose 20 g/L) por mais 1-2 dias. Entdo, 10 pL dessa cultura
foram inoculados em 30 mL de meio minimo, o qual foi incubado a 30 °C até

atingir D.0.600nm = 0,1.

3.4.3. Ensaio de estrogenicidade

O teste de RYA foi realizado como descrito em Garcia-Reyero et al.
(2005). Para o ensaio de RYA, utilizou-se uma placa de microtitulacdo de
polipropileno de 96 pocos, previamente siliconada. A determinacdo da
concentragao foi em virtude do valor que obteve melhor resposta frente ao
ensaio sem apresentar toxicidade para as leveduras Saccharomyces
cerevisiae. Foram testadas diversas concentragdes entre 75,0 e 0,75mg/mL. A
melhor concentracdo para o extrato das folhas e raiz foi de 1,5mg/mL
resultando nas diluicdes de 7,5-0,1ug/poco nas placas. Para o extrato do caule
a concentracao utilizada foi de 75mg/mL e diluicbes de 375,0-4,6ug/poco. Para
as fracbes aquosa e diclorometano das folhas foram testadas concentracdes
entre 75,0 e 1,5mg/mL e a melhor foi de 7,5mg/mL resultando em dilui¢cdes de

37,5-0,46ug/poco nas placas. Para as fracfes aquosa e diclorometano do caule
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foram testadas concentragcbes entre 750 e 7,5mg/mL e utlizada a
concentragdo de 7,5mg/mL e diluicbes de 37,5-0,46ug/pogo nas placas. Por fim
as concentracdes entre 75,0 e 0,75mg/mL foram testadas para as fracoes
aquosa e diclorometano da raiz e a utilizada foi de 75mg/mL e diluicdes entre
375,0-4,6ug/pogo nas placas. Para as substancias isoladas foram testadas
concentracfes entre 8,0 e 4,0mg/mL e utilizou-se para a substancia 1 a
concentragdo 4,2mg/mL e diluicbes de 21,00-0,26ug/pogo nas placas. Para a
substancia 2 a concentracdo utilizada foi de 4,0mg/mL e diluicdes de 20,00-
0,25ug/pogo nas placas e para a substancia 3 foi utilizada a concentragéo de
4,4mg/mL e dilui¢cdes entre 22,00-0,27ug.

Adicionou-se a fileira A, 90uL da cultura final contendo D.O de 0,1 e
10uL das amostras dissolvidas em DMSO. Nas demais fileiras foram
adicionados 50uL da cultura de leveduras e entdo realizada diluicdes
sucessivas, onde 25uL foram transferidos sequencialmente da primeira para a
segunda fileira e assim sucessivamente até a quinta fileira. Obtendo-se assim
solugbes com fatores de diluicdo de 1:10, 1:30, 1:90, 1:270, 1:810. Cinco
concentracbes das amostras foram testadas em triplicata, em cada placa. O
controle de viabilidade consistiu de 25uL provenientes da fileira A de diluicdo
do composto teste transferidos para a fileira F, levedura e 17-8 estradiol a
10nM. Como controle negativo foi utilizado DMSO a 10% (maior concentracao
de solvente utilizado no ensaio) e levedura na fileira G; e como controle positivo
utilizou-se 17-B estradiol (Sigma Aldrich — Brasil) a 10nM/orificio e levedura na
oitava e Ultima fileira. As microplacas foram incubadas por 6 horas a 30°C com
agitacdo. Em seguida, 50uL de tampao de lise (Y-PER, Pierce, Rockford, USA)

foram adicionados a cada orificio e a microplaca foi novamente incubada na
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mesma temperatura por mais 30 minutos. A seguir, foram adicionados 50uL de
tampéo suplementado com 0,1% de mercaptoetanol e 0,25% da solucéo de 4-
metilumbeliferona-B-D-galactopiranosideo (MuGal). Apds breve centrifugacéo
as microplacas tiveram sua fluorescéncia resultante lidas em espectrofotémetro

(355 nm de excitacdo e 460 nm de emisséo).

3.4.4. Forma de analise dos resultados
Este ensaio quantifica a atividade estrogénica, a qual é calculada como
equivalentes de estradiol (EEQ), ou seja, a quantidade de estradiol necessaria
para produzir uma resposta semelhante a da amostra avaliada. A fluorescéncia
foi medida durante 15-20 minutos (uma medida por minuto) e os valores da
atividade da p-galactosidase foi avaliada pelo aumento das unidades de
fluorescéncia em relacdo ao tempo, usando o método de regressdo linear

padréo de acordo com a seguinte equacéo (CESPEDES et al., 2005):

Unidades de B-galactosidase: 1000 x A420
A600 (tf — to)

onde to e tf representam o0s tempos iniciais e finais de incubacdo 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).

Para traduzir os resultados em EEQ, a partir das diluicbes seriadas,
assumimos que as curvas dose-resposta hormonais seguem uma funcéo
sigmoidal:

R-Ro _ 1
Rmax — Ro 1+ Kd
[L]
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onde Ro representa as unidades de B-galactosidase obtidas sem ligante (ou
substéancia teste), R as unidades de B-galactosidase obtidas na concentragéo
do ligante (L) e Rmax as unidades de B-galactosidase obtidas na concentragao
do ligante saturante. Kd representa a constante de dissociacdo do complexo
horménio-ligante (CESPEDES et al.,2005). A partir dos dados disponiveis
obteve-se os valores de EEQ geral (hnM) + DP (média de 3 experimentos
independentes realizados em triplicata).

Além disso, foram calculados os valores de ECsy (concentracdo da

amostra que equivale a 50% da atividade do 17-8 estradiol) :

ECso = Concentracao inicial (solugdo méae)
Fator de diluicdo (Kd)
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4. Resultados

4.1. Avaliacdo da mutagenicidade

4.1.1. Extrato etandlico das folhas de A. brachypoda

A Tabela 3 mostra o numero médio de revertentes/placa, o desvio-
padrdo (DP) e a razdo de mutagenicidade, ap0s o tratamento com as cinco
concentracfes dos extratos etanodlicos das folhas, observados nas linhagens de
S. typhimurium TA98, TA100, TA97a e TA102, na presenca (+S9) e auséncia (-
S9) de ativagdo metabdlica. A atividade mutagénica foi considerada negativa
para as linhagens TA100, TA102 e TA97a em todas as concentracdes testadas
(1,5; 3,0; 6,0; 9,0 e 12,0mg/placa), tanto na auséncia e na presenca de
metabolizacdo para o extrato das folhas. No entanto para a linhagemTA98 o
extrato das folhas, testado nas concentragbes de 3,0; 6,0; 12,0; 18,0 e
24,0mg/placa, induziu um aumento significativo no numero de col6nias
revertentes quando comprados ao controle negativo, portanto foi mutagénico
tanto na auséncia quanto na presenca de ativacdo metabdlica com razdo de
mutagenicidade superior a 2,0 nas concentragdes acima de 12,0mg/placa (-S9)

e na concentracao de 24,0mg/placa (+S9).

4.1.2. Extrato etandlico do caule de A. brachypoda
A avaliacdo dos dados obtidos através do ensaio de Ames com o
extrato do caule de A. brachyphoda nos permite afirmar que a amostra testada
nas concentracdes de 1,5; 3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg/placa ndo se apresentou

mutagénica para as linhagens TA100, TA102 e TA97a quanto testado tanto na
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auséncia quanto na presenca da fracdo S9, porém para a linhagem TA98
testado na auséncia de metabolizacdo o extrato do caule foi mutagénico
apresentando razdo de mutagenicidade 2,0 na maior concentracdo testada
(24,0mg/placa). Além disso, o extrato de caule testado para as linhagens TA98
e TA97a na presenca de metabolizacdo foi considerado com indicios de
mutagenicidade apresentando em praticamente todas as concentracfes razées
de mutagenicidade proximas a 2,0 e relacdo dose-resposta, como por ser

visualizado na Tabela 4.

4.1.3. Extrato etandlico daraiz de A. brachypoda

O extrato etandlico da raiz de A. brachypoda foi testado nas
concentragdes de 1,5; 3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg/placa para as linhagens TA100,
TA102 e TA97a e nas concentragcbes de 3,0; 6,0; 12,0; 18,0 e 24,0 mg/placa
para a linhagem TA98. A avaliacdo dos dados obtidos através do ensaio de
Ames nos permite afirmar que a amostra testada para as linhagens TA100 e
TA102, tanto na auséncia quanto na presenca da mistura S9, e nos ensaios
com a TA97a apenas na auséncia de metabolizagao, tiveram resultados
negativos para mutagenicidade, mas para a linhagem TA98 na auséncia de
metabolizacdo o0 extrato se apresentou mutagénico com razdo de
mutagenicidade igual a 2,0 na concentracdo de 24,0mg/placa. Para as
linhagens TA98 e TA97a na presenca de metabolizacdo o extrato também foi
considerado com indicios de mutagenicidade apresentando razdo de
mutagenicidade de 1,9 e 1,8 para a concentracdo de 3,0mg/placa

respectivamente. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 5.
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4.1.4. FragOes aquosa e DCM das folhas de A. brachypoda

Os experimentos com a fracdo aquosa oriunda do extrato das folhas
foram realizados apenas com a linhagem TA98. A escolha da linhagem para
continuacdo dos experimentos se deu pela mutagenicidade apresentada por
todos os extratos quando ensaiados com esta linhagem.

A avaliagdo dos experimentos realizados através do teste de Ames
com a fracdo aquosa oriunda do extrato das folhas de A. brachyphoda com a
linhagem TA98 nas concentracdes de 3,75; 7,50; 15,00 e 22,50 mg/placa e
com a fracdo DCM os testes se sucederam nas concentracdes de 0,31; 0,62;
1,25 e 1,87 mg/placa nos experimentos sem a presenca da fracdo S9 e nas
concentragcbes de 0,05; 0,10, 0,21 e 0,31 mg/placa nos experimentos com a
presenca da fracdo S9; apenas a fracdo aquosa na auséncia de ativacao
metabdlica foi mutagénica com razdo de mutagenicidade de 2,1 para a
concentracdo de 22,50mg/placa. A fracdo aquosa na presenca ativacao
metabolica e a fracgdo DCM na auséncia ndo foram mutagénicas com indices
de razdo de mutagenicidade sempre inferiores a 2,0. A fracdo DCM na
presenca da mistura S9 apresentaram valores de razdo de mutagenicidade
proximos a 2,0 e relacdo dose-resposta sendo considerada com indicios de

mutagenicidade. Os resultados descritos acima podem ser vistos na Tabela 6.
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Tabela 6. Atividade mutagénica expressa pelo nimero de revertentes/ placa + DP e razdo de
mutagenicidade (RM) da fracdo aquosa e diclorometano do extrato etandlico das folhas de A.
brachypoda na linhagem TA 98 de S. typhimurium na auséncia de metabolizacdo (-S9) e presenca de
metabolizacdo (+S9).

FragOes das Folhas de Arrabideae brachyphoda

Fracdo aquosa Fracdo DCM
Tratamento Tratamento Tratamento
mg/placa -S9 +S9 mg/placa -S9 mg/placa +S9
DMSO 16+£25 29+ 3,6 DMSO 16 +2,5 DMSO 17+15
3,75 26 +3,2* (1,7) 28+ 4,6 (0,9) 0,31 19+2,0(1,2) 0,05 26 + 3,5* (1,5)
7,50 19 £5,5(1,2) 33+8,0(1,1) 0,62 22+1,2(1,4) 0,10 27 +5,2 (1,6)
15,00 28 + 3,6* (1,8) 38+4,0(1,3) 1,25 19 +3,6 (1,2) 0,21 29 +2,3* (1,7)
22,50 32+12,2(2,1) 45 + 6,8 (1,5) 1,87 21+2,6(1,3) 0,31 30+ 1,1** (1,8)
Controle + 1353+ 129,88° 639 + 247,2° Controle + 1353+ 129,88° Controle + 2627 + 403,11

a

DMSO: 100pL/placa (Controle negativo); Controle positivo: 4-nitro-o-phenilenediamina - 10pg/placa; ° 2-

Aminoantraceno- 1,25 pg/placa. *P<0,05 e **P<0,01.

4.1.5. Fracdes aquosa e DCM daraiz de A. brachypoda

A fracdo aquosa obtida através do extrato da raiz de A. brachyphoda foi
investigada pelo teste de Ames apenas com a linhagem TA98, conforme
esclarecido no item 4.1.4. Os ensaios foram realizados nas concentracdes de
1,87; 3,75; 7,50 e 11,25mg/placa na auséncia (-S9) de metabolizacdo e nas
concentracbes de 0,16; 0,31; 0,62 e 0,94 mg/placa na presenca (+S9) de
metabolizacdo; ndo comportando-se como um agente mutagénico em
nenhuma circunstancias testadas.

A fracdo DCM proveniente do extrato da raiz de A. brachyphoda ao ser
avaliada através do teste de Ames, também como descrito no item 4.1.4., nas
concentracOes de 0,31; 0,62; 1,25 e 1,87 mg/placa para os experimentos sem a
fracdo S9 ndo se mostrou ser mutagénica em nenhuma das situacdes. Ao ser
avaliada nas concentracbes de 0,05; 0,10; 0,21 e 0,31 mg/placa para os
experimentos com a fracdo S9, a amostra foi considerada com indicios de

mutagenicidade, conforme a Tabela 7.
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Tabela 7. Atividade mutagénica expressa pelo nimero de revertentes/ placa + DP e razdo de mutagenicidade
(RM) da fragdo aquosa e diclorometano do extrato etandlico da raiz de A. brachypoda na linhagem TA 98 de S.
typhimurium na auséncia de metabolizacdo (-S9) e presenc¢a de metabolizacdo (+S9).

Frac6es da Raiz de Arrabideae brachyphoda

Fragcdo aquosa Fracdo DCM
Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
mg/placa -S9 mg/placa +S9 mg/placa -S9 mg/placa +S9
DMSO 18+1,0 DMSO 17+15 DMSO 16+25 DMSO 17+15
1,87 22+4.4(1,2) 0,16 25+ 3,1* (1,5) 0,31 19+3,8(1,2) 0,05 24 +1,5* (1,5)
3,75 20+ 2.6 (1,1) 0,31 24 +35(1,4) 0,62 22 +6,0 (1,4) 0,10 28+ 1,1* (1,7)
7,50 23+8.4(1,3) 0,62 22 +1,1* (1,3) 1,25 19+3,0(1,2) 0,21 28 +1,5** (1,7)
11,25 24 +8.4 (1,3) 0,94 24 +2,9* (1,5) 1,87 21+2,6(1,3) 0,31 27 + 1,0 (1,6)
Controle + 1163 + 284,12 Controle + 2627 + 403,11 Controle + 1353+ 129,9% Controle + 2627 £ 403,11

DMSO: 100uL/placa (Controle negativo); Controle positivo: * 4-nitro-o-phenilenediamina - 10pg/placa; ° 2- Aminoantraceno-
1,25 pg/placa. *P<0,05 e **P<0,01.

4.2. Avaliacdo da atividade estrogénica

4.2.1. Extrato etandlico das folhas de A. brachypoda
O extrato etandlico das folhas de A. brachyphoda foi avaliado quanto a
atividade estrogénica através do teste com leveduras recombinantes (RYA),
partindo de 1,5mg/mL, sendo realizados trés experimentos independentes em
triplicata. Os resultados foram dados como equivalentes de estradiol (EEQ) e
ECso. O extrato das folhas de A. brachypoda obteve EEQ de 7,37nM+1,31 e
ECsp, obtido através do calculo da concentragdo efetiva mediana foi de
56,16g/mL. A atividade estrogénica também pode ser avaliada através da
atividade da enzima p-galactosidase (expressada quando ha ligacdo da
amostra aos receptores de estrogeno) em unidades de fluorescéncias, obtidas
através das 20 leituras sequenciais (uma por minuto) foram analisados por
meio de graficos para melhor visualizagdo dos resultados obtidos evidenciando

a comparacao entre os valores de fluorescéncia em relagdo a concentracdo
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utilizada (Figura 3) e a cinética do experimento ao comparar as unidades de

fluorescéncia em relagéo ao tempo (Figura 4).

700+ eos
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Q
0‘

Concentracado (pg/poco)

Figura 3. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracbes testadas do extrato das folhas de A. brachyphoda , utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17- estradiol): 5802,0. ***P<0,0001.
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Figura 4. Cinética do extrato das folhas de A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentragdes (Ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).

4.2.2. Extrato etandlico do caule de A. brachypoda
O extrato etandlico do caule de A. brachyphoda assim como no item
anterior, foi avaliado quanto a atividade estrogénica através do teste com
leveduras recombinantes (RYA), sendo utilizada a concentracdo inicial de
75mg/mL para realizagéo dos trés experimentos independentes realizados em
triplicata. O extrato do caule n&o apresentou niveis detectaveis de
estrogenicidade, todos os experimentos resultaram no calculo de equivalentes

de estradiol (EEQ) igual a zero. Os gréaficos entre os valores de fluorescéncia

em relacdo a concentracao utilizada (Figura 5) e a cinética do experimento ao
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comparar as unidades de fluorescéncia em relagao ao tempo (Figura 6) foram

elaborados para melhor visualizagdo e comparacéo do resultados.
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Figura 5. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracbes testadas do extrato do caule de A. brachyphoda , utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17- estradiol): 7273,0. ***P<0,0001.
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Figura 6. Cinética do extrato do caule de .A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentragdes (ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).

4.2.3. Extrato etandlico daraiz de A. brachypoda

O extrato etandlico da raiz de A. brachyphoda, assim como nos dois
itens anteriores, foi avaliado quanto a atividade estrogénica através do teste
com leveduras recombinantes (RYA), sendo utilizada a concentragéo inicial de
1,5mg/mL para realizagdo dos trés experimentos independentes realizados em
triplicata.

O célculo de equivalentes de estradiol (EEQ), resultou numa média de
2,16nM+0,90 para o extrato de raiz e o ECso obtido foi de 191,33g/mL. Os
gréficos comparativos entre os valores de fluorescéncia em relacdo a
concentracdo utilizada e da cinética do experimento através da comparagao

das unidades de fluorescéncia em relagédo ao tempo podem ser visualizados
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nas Figuras 7 e 8 respectivamente e representam a atividade estrogénica
avaliada através da atividade da enzima B-galactosidase pela medida das

unidades de fluorescéncia.
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Figura 7. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas do extrato da raiz de A. brachyphoda , utlizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17- estradiol): 8056,0. ***P<0,0001.
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Figura 8. Cinética do extrato da raiz de A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fung&o do tempo das cinco concentragdes (ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).

4.2.4. Fragdo aquosa das folhas de A. brachypoda

A fracdo aquosa do extrato das folhas também foi avaliada quanto a
atividade estrogénica através do teste com leveduras recombinantes (RYA),
sendo utilizada a concentracdo inicial de 7,5mg/mL para realizacdo dos trés
experimentos independentes realizados em triplicata.

Todos o0s experimentos ndo detectaram atividade estrogénica, nao
sendo calculados equivalentes de estradiol (EEQ) ou ECsy para a fragcao
testada. Os gréaficos dos valores de fluorescéncia em relacdo a concentracéo
utilizada (Figura 9) e a cinética do experimento, unidades de fluorescéncia em

relacdo ao tempo, (Figura 10) podem observados abaixo.
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Figura 9. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da fracdo aq. das folhas de A. brachyphoda , utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol): 14350,0. ***P<0,0001.



63

20000+

18000 - C+

:%g- -- 375

12000 = 125
o 100004 - 42
S 8000 - 14
18 -Q' 0.5
g - C-
g 4004
[ S
<
7] 3004
)
o
©
S
c 2004
—

100+
0 1} L) T 1} T T T T T T T

L] T L] L T L T L) L}
NS RO oA D 0,0 NS00 A0

Tempo (min)

Figura 10. Cinética da fracdo aq. das folhas de A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fung&o do tempo das cinco concentragbes (ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).

4.2.5. Fracdo DCM das folhas de A. brachypoda

A fracdo diclorometano do extrato das folhas, assim como no item
anterior foi avaliada quanto a atividade estrogénica através do teste com
leveduras recombinantes (RYA), testada na concentracéo inicial de 7,5mg/mL
para realizacdo dos trés experimentos independentes realizados em triplicata.
Todos os experimentos ndo detectaram atividade estrogénica para a fracdo
DCM do extrato de folhas. Os graficos das fluorescéncias obtidas em relagédo
as concentracdes utilizadas e da cinética do experimento podem observados

nas figuras 11 e 12.
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Figura 11. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da fracdo DCM das folhas de A. brachyphoda , utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol): 10822,0. ***P<0,0001.
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Figura 12. Cinética da fracdo DCM das folhas de A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentragdes (ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).

4.2.6. Fracdo aguosa do caule de A. brachypoda

A fragcdo aquosa do extrato do caule, foi avaliada quanto a atividade
estrogénica atraves do teste RYA, testada na concentracao inicial de 7,5mg/mL
para realizacdo dos trés experimentos independentes realizados em triplicata.
Todos 0s experimentos com a amostra ndo obtiveram niveis detectaveis de
estrogenicidade, ou seja, todos os resultados foram iguais a zero para o calculo
de equivalentes de estradiol. Os graficos das fluorescéncias obtidas em relacéo
as concentracdes utilizadas e da cinética do experimento podem observados

nas figuras 13 e 14.
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Figura 13. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da fracdo ag. do caule de A. brachyphoda , utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol): 13794,0. ***P<0,0001.
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Figura 14. Cinética da fracdo aq. do caule de A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fung&o do tempo das cinco concentragdes (ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).

4.2.7. Fracdo DCM do caule de A. brachypoda
A fracdo DCM do extrato do caule, foi avaliada quanto a atividade
estrogénica atraves do teste RYA, testada na concentragao inicial de 7,5mg/mL
para realizacdo dos trés experimentos independentes realizados em triplicata.
Todos os experimentos com a amostra ndo obtiveram niveis detectaveis de
estrogenicidade. Os graficos das fluorescéncias obtidas em relacdo as
concentragdes utilizadas e da cinética do experimento podem observados nas

figuras 15 e 16.
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Figura 15. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da fracdo DCM do caule de A. brachyphoda , utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol): 15677,0. **P<0,0001.
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Figura 16. Cinética da fracdo DCM do caule de A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentragdes (ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).

4.2.8. Fracdo aquosa daraiz de A. brachypoda

A fracdo aquosa oriunda do extrato da raiz de A. brachyphoda também
foi avaliada quanto sua estrogenicidade através do teste RYA, sendo testada
na concentragcdo inicial de 75mg/mL para realizacdo dos trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Assim como as fragcdes anteriormente
testadas, todos os experimentos realizados para esta fracdo ndo detectaram
atividade estrogénica. Os gréficos das fluorescéncias obtidas em relagédo as
concentragdes utilizadas e da cinética do experimento podem observados nas

figuras 17 e 18.
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Figura 17. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da fracdo ag. da raiz de A. brachyphoda , utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol): 14874,0. **P<0,0001.
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Figura 18. Cinética da fracdo ag. da raiz de A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fungao do tempo das cinco concentragdes (ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).
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4.2.9. Fracdo DCM daraiz de A. brachypoda
A fracdo diclorometano do extrato da raiz de A. brachyphoda também
foi avaliada quanto sua estrogenicidade através do teste RYA, sendo testada
na concentragao inicial de 75mg/mL para realizacdo dos experimentos. Os trés
experimentos realizados em triplicata ndo niveis detectaveis de estrogenicidade
para a fragdo DCM do extrato de raiz. Os gréficos das fluorescéncias obtidas
em relacdo as concentragfes utilizadas e da cinética do experimento podem

observados nas figuras 19 e 20.
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Figura 19. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da fracio DCM da raiz de A. brachyphoda , utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de
fluorescéncia do extrato comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%).
Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol): 11810. ***P<0,0001.
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Figura 20. Cinética da fracdo DCM da raiz de A. brachyphoda, mostrando as unidades de
fluorescéncia em fungéo do tempo das cinco concentragdes (ug/pogo), controle positivo (10 nM
de estradiol) e do controle negativo (DMSO a 10%).

4.2.10. Substancias isoladas de A. brachypoda

Os compostos isolados 1, 2 e 3 de A. brachyphoda foram avaliados
guanto sua estrogenicidade através do teste RYA, na concentracdo inicial de
4,2; 4,0 e 4,Amg/mL para realizacdo dos experimentos. Os trés experimentos
independentes realizados em triplicata ndo apresentaram niveis detectaveis de
estrogenicidade para nenhuma das amostras testadas. Os graficos das
fluorescéncias obtidas em relacdo as concentragfes utilizadas e da cinética do
experimento podem observados nas figuras 21 e 22 (Subst. 01), 23 e 24

(Subst. 02) e 25 e 26 (Subst. 03).
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Figura 21. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da subst.01 de A. brachyphoda , utilizando a linhagem geneticamente
modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de fluorescéncia do extrato
comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%). Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol):
12579,0. ***P<0,0001.
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Figura 22. Cinética subst.01 de A. brachyphoda, mostrando as unidades de fluorescéncia em
funcdo do tempo das cinco concentra¢des (ug/pogo), controle positivo (10 nM de estradiol) e
do controle negativo (DMSO a 10%).
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Figura 23. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da subst.02 de A. brachyphoda , utilizando a linhagem geneticamente
modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de fluorescéncia do extrato
comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%). Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol):
12443,0. ***P<0,0001.
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Figura 24. Cinética subst.02 de A. brachyphoda, mostrando as unidades de fluorescéncia em
funcdo do tempo das cinco concentragdes (ug/pogo), controle positivo (10 nM de estradiol) e
do controle negativo (DMSO a 10%).
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Figura 25. Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes
concentracdes testadas da subst.03 de A. brachyphoda , utilizando a linhagem geneticamente
modificada BY4741 de S. cerevisae, sendo as médias das unidades de fluorescéncia do extrato
comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%). Fluorescéncia do C+ (17-8 estradiol):
11683,00. ***P<0,0001.
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Figura 26. Cinética subst.03 de A. brachyphoda, mostrando as unidades de fluorescéncia em
fungdo do tempo das cinco concentrag¢des (ug/pogo), controle positivo (10 nM de estradiol) e
do controle negativo (DMSO a 10%).
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5. Discussao

5.1. Mutagenicidade

Considerando a falta de estudos sobre a seguranca da A. brachypoda,
apesar de seu uso na medicina popular e considerando que compostos
mutagénicos sdo potencialmente perigosos para 0s seres humanos, esta
investigagdo determinou os possiveis efeitos mutagénicos dos extratos das
folhas, caule e raiz e suas respectivas fracdes aquosa e diclorometano por
meio do teste de Ames, um ensaio de mutacdo reversa bacteriana utilizado
mundialmente para determinar o potencial mutagénico de novos produtos
guimicos e drogas. Este método € muito rapido e econémico utilizado para
identificar agentes potencialmente mutagénicos e para as substancias que néo
sdo mutagénicas por si proprias, o teste de Ames inclui um sistema metabdlico
(mistura de enzimas do figado S9) que possibilita a identificacdo de mutagenos
de acao indireta, tornando-o assim um teste capaz de fornecer informacdes
rapidas e confiaveis sobre o potencial de mutagenicidade. (CORNEJO-
GARRIDO, 2015; ISSAZADEH et al., 2012; MAZZATORTA et al., 2007,
MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Todos os extratos se apresentaram mutagénicos frente a linhagem
TA98 de S. typhimurium através do Teste de Ames. O extrato das folhas foi o
gue apresentou indices mais expressivos de razao de mutagenicidade, sendo
mutagénico para linhagem TA98 com e sem a necessidade de metabolizacao.
O extrato de caule, assim como o de raiz, foram mutagénicos apenas para
linhagem TA98 nos ensaios sem metabolizacdo, mas mostraram indicios de

mutagenicidade tanto para linhagem TA98 quanto na TA97a ambas nha
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presenca da fracdo S9. Das fracOes testadas apenas com a linhagem TA98,
somente a fragdo aquosa das folhas na auséncia de metabolizacéo
apresentou-se mutagénica. As fragcoes diclorometano tanto das folhas como
das raizes na presenca da fracdo S9 se mostraram com indicios de
mutagenicidade.

Tais resultados mostram que o extrato das folhas age como um
mutageno direto, capaz de gerar mutacdes do tipo frameshift e também como
um mutageno indireto, ou seja produz produtos de derivados metabdlitos
capazes de gerar mutacdes também do tipo frameshift. J& os extratos de caule
e de raiz além de serem mutdgenos diretos, possuem indicios de causarem
mutac¢des também do tipo frameshift, mesmo apos a metabolizacdo através da
fracdo S9, sendo possiveis mutagenos indiretos. A fracdo aquosa das folhas
assim como os extratos testados também mostrou capacidade de agir como
um mutageno de acgdo direta através do mecanismo frameshift j& as fracdes
diclorometano das folhas e das raizes demonstraram indicios de acdo como
mutagenos indiretos também pelo mecanismo frameshift.

Apesar conhecimento fitoquimico limitado sobre a espécie A.
brachypoda, tentamos relacionar os agentes quimicos responsaveis por tal
atividade. Blatt et al. (1998) descreveram a presenca dos flavonoides apigenina
e luteolina (Figura 5) no extrato das folhas de A. brachypoda. Alcerito et al.
(2002) relataram a presenca de quatro flavonoides na cera foliar de A.
brachypoda: 3,4-dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona, cirsiliol, cirsimaritina e a
hispidulina (Figura 6). Da Rocha et al. (2011) descrevem de modo preliminar
saponinas, glicosideos cardiacos, compostos fendlicos, taninos, flavonoides

como a quercetina (Figura 5), esteroides e os triperpenos pentaciclicos acido
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betulinico, acido ursdlico e acido oleandlico (Figura 7) no extrato da raiz de A.
brachypoda. Mais recentemente Da Rocha et al. (2014) isolaram trés raros
flavonoides diméricos também a partir da raiz de A. brachypoda, a brachydin A,
brachydin B e brachydin C (Figura 8).

Sao caracteristicas estruturais essenciais para a atividade mutagénica
de flavonoides: um grupo hidroxila livre na posi¢céo 3 na estrutura de anel, uma
ligacdo dupla na posicao 2,3, (NAGAO et al., 1981) e um grupo ceto na posi¢cao
4 permitindo que o préton do grupo 3-hidroxila tautomerise na por¢do 3-ceto.
Quando nao h& grupos hidroxila livres no anel B um sistema de ativacdo
metabdlico € necesséario para a formacdo de um composto mutagénico
(RIETJENS et al.,2005). A quercetina, molécula presente nas raizes de A.
brachypoda, possui estrutura com todas essas caracteristicas (Figura 5).
Outras caracteristicas de flavonoides que dependem da presenca de grupos
hidroxila nas posi¢cdes 3’ e 4’ no anel B e a presencga de um grupo hidroxila livre
ou um grupo metoxila na posicdo 7 (anel A), também podem contribuir para
gue o composto seja mutagénico perante o teste de Ames (CZECZOT et al.
1990); essas caracteristicas estruturais sdo exibidas pelos flavonoides
hispidulina e luteolina, encontrados nas folhas de A. brachypoda.

Resende et al. (2012) apontam uma relacao direta entre o padrao de
hidroxilas presentes na molécula, como a quercetina que possui dois grupos
hidroxila livres na posicéao orto no anel B e hidroxilas livres na posicdo 3,5 e 7.
Nenhuma das moléculas presentes em A. brachypoda possuem em sua
estrutura hidroxilas livres na posicdo 3 do anel C, porém as moléculas dos
flavonoides apigenina, luteolina e hispidulina, também encontradas nas folhas

da espécie, possuem hidroxilas livres nas posi¢cdes 5 e 7 do anel A.
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Os flavonoides apigenina, luteolina, cirsilio e cirsimaritina n&o
apresentam em sua estrutura hidroxila livre na posicdo 3 do anel C, mas
apresentam dupla ligacdo entre as posi¢ées 2 e 3 e também a presenca do
grupo ceto na posicdo 4, além disso possuem hidroxilas livres em orto na
posicao 3’4’ (cisiliol e luteolina), na posicdo 5 (apigenina, luteolina, cisiliol e
cirsimaritina) e na posicdo 7 (apigenina e luteolina). O flavonoide 3’,4’-
dihidroxi5,6,7-trimetoxiflavona apresenta as caracteristicas estruturais
necessarias de possuir dupla ligacdo entre 2 e 3 no anel C e hidroxilas livres
em orto na posigao 3’ ,4’.

Todas as moléculas presentes nas folhas de A. brachypoda descritas
anteriormente (Figuras 5, 6, 8e 10) possuem caracteristicas estruturais
necessarias para apresentarem atividade mutagénica, o que explica a
mutagenicidade acentuada encontrada nos extratos das folhas de A.
brachypoda.

Das moléculas descritas nas raizes de A. brachypoda, podemos
destacar a quercetina como um forte agente mutagénico; e os flavonoides
brachydin A, B e C, apesar de raros podem destacar: a presenca de hidroxilas
livres em R1, R4 e R5 em brachydin A e C; e a presenca de hidroxilas livres em
R1 e R4 em brachydin B. Apesar de nenhuma das moléculas possuirem
hidroxila na posicéo orto, condicdo para mutagenicidade descrita por Resende
et al. (2012), sabemos que a presenca de hidroxilas livres é condicdo
necessaria para que a molécula seja um agente pro-oxidante. Por outro, lado
os triperpenos pentaciclicos acido betulinico, ursdlico e oleandlico encontrados

nas raizes de A. brachypoda possuem a capacidade de induzir a diferenciagéo
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de células tumorais e a apoptose; e atuam em varias fases do desenvolvimento

de tumores, inibindo a iniciagdo do tumor e sua promogéao.

5.2. Estrogenicidade

Para o rastreio da atividade estrogénica, foram desenvolvidas uma
série de ferramentas bioldgicas, dentre eles os bioensaios in vitro se destacam
porgue requerem poucos equipamentos e possuem altos niveis de
sensibilidade. Foram desenvolvidos como ferramentas de rastreio rapido para a
toxicidade de amostras ambientais e quimicas. Entre estes bioensaios, 0
ensaio de leveduras recombinantes (RYA) tem sido aplicado com sucesso para
a determinacgéo da atividade estrogénica.

O teste RYA se baseia num organismo unicelular, uma levedura,
geneticamente modificada (contendo o receptor de estrdgeno humano e o gene
lac Z que promove a expressao da enzima B-galactosidase) para provocar uma
resposta facil de ler ap6s a exposicao a estrogenos ou compostos semelhantes
ao estrogénio, como os fitoestrégenos (CAMPBELL et al., 2006; SCHNELL et
al., 2013; VERMEIRSSEN et al., 2005).

Embora as pesquisas sobre os fitoestrogenos, em sua maioria,
apontem para sua atuagao positiva sobre a saude humana, principalmente em
mulheres no periodo da pés-menopausa como alivio dos fogachos (FERRARI,
2009), prevencao da atrofia vaginal (CHIECHI et al., 2003), reducé&o do risco de
cancer de mama (BUTLER et al.,2010; TROCK et al.,2006) entre outros,
algumas pesquisas mostram essas substancias como alteradores endocrinos
com efeitos adversos para nossa saude, como o estimulo do crescimento de

células mamaérias cancerosas (SAKAMOTO et al.,2009) hiperplasia endometrial
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(UNFER et al., 2004) reducéo das concentracdes plasméaticas de testosterona
e atrofia das glandulas sexuais em ratos machos (CLINE et al.,2004). A A.
brachypoda é uma planta popularmente utilizada no tratamento da atrite e com
diversas atividades biologicas descritas, por isso as amostras acima citadas
tiveram seu potencial estrogénico avaliado através do teste RYA como um
parametro toxicolégico, ou seja, estudo de possiveis efeitos adversos e
estabelecimento do uso seguro das amostras para o desenvolvimento de um
possivel fitoterapico de uso diario.

Apenas o0s extratos de folhas e das raizes apresentaram
estrogenicidade, porém seus baixos valores de EEQ (7,37nM e 2,16nM) e altos
valores de ECsy (56,16g/mL e 191,33g/mL),respectivamente, demonstram seu
baixo potencial fitoestrogénico quando comparados a outros dados publicados
com produtos naturais, como o extrato etanodlico das folhas de Crotalaria pallida
com EEQ de 14,3nM e ECsy de 0,2g/mL, sua fracdo diclorometano de EEQ=
89,0nM e EC50=0,1g/mL e o estigmasterol (substancia isolada de C. pallida) de
EEQ=122,0nM e ECso= 10,5x10'g/mL (BOLDRIN et al.,2013); aos estrégenos
naturais E2 (ECso= 4x102ug/L ou 40ng/L), E3 (ECso= 0,116ug/L ou 116ng/L) e
E1l (ECs0=2,12ug/L ou 2120ng/L) e até mesmo quando comparados a amostras
consideradas menos estrogénicas como os benzotiazoles com valores de ECsg
entre 5,5 e 7,8mg/L (CESPEDES et al.,2004). Klein e King (2007) alertam para
as altas doses testadas, como por exemplo da genisteina que definem
concentragdes in vitro maior que 5uM como néo-fisioldgicas e, portanto, doses
"altas”, assim, muitos dos efeitos genotoxicos frequentemente citados de
genisteina, incluindo a apoptose, a inibicdo da topoisomerase e outros, tornam-

se menos evidentes reconsiderando as doses testadas.
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No mercado as isoflavonas comerciaveis (Buona®) possuem contetudo
total de 60mg de isoflavonas por cépsula, apresentando niveis séricos
méaximos de 4,09 £ 0,94 mmol/L em 8,42 + 0,69 horas para genisteina e de
3,14 + 0,36 mmol/L em 7,42 + 0,74 horas para daidzeina. Com a finalidade de
comparacao, os niveis séricos da genisteina sao de 1,36g/mL, o que evidencia
o baixo potencial dos resultados obtidos através dos extratos das folhas e das

raizes da A. brachyphoda (ECso de 56,16g/mL e 191,33g/mL respectivamente).
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. Conclusdes

6.1. Potencial mutagéncico

Os extratos das folhas, caule e raiz de A. brachypoda foram capazes de
induzir um aumento no numero de colonias revertentes da linhagem
TA98 de S. typhimurium, sendo considerados mutagénicos através do

mecanismo frameshift.

O extrato das folhas apresentou os maiores indices de aumento da taxa
de reversdo espontanea no experimentos com e sem metabolizacédo
com a linhagem TA98 de S. typhimurium, se comportando assim como
um mutageno direto e também indireto, produz produtos de derivados

metabdlitos que também séo capazes de gerar mutacao.

O extrato do caule foi considerado capaz de induzir mutagdes diretas por
ter apresentado RM maior que 2 apenas para a TA98 nos experimentos
sem necessidade de metabolizacdo, porém possui indicios de ser um
mutédgeno de acdo indireta também através do mecanismo frameshift,
devido aos seus resultados obtidos com as linhagens TA98 e TA97a

realizados com metabolizacao.

O extrato da raiz, assim como o do caule, foi considerado capaz de
induzir mutacgdes diretas por ter apresentado RM maior que 2 apenas

para a TA98 nos experimentos sem metabolizacdo, porém possui
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indicios de ser um mutageno de acdo indireta através do mecanismo
frameshift, devido aos seus resultados obtidos com as linhagens TA98 e

TA97a realizados na presenca da fragdo S9.

Apenas a fracdo aquosa das folhas foi capaz de gerar mutacdes do tipo
frameshift, sendo capaz de induzir um aumento no nimero das colbnias
revertentes de S. typhimurium da linhagem TA98 na auséncia de

metabolizacao, ou seja, € um mutageno de acao direta.

As fracbes DCM das folhas e da raiz foram consideradas com indicios
de serem mutagenos indiretos pelo mecanismo frameshift de acdo por
apresentarem valores de mutagenicidade proximos a 2 e também

relacdo dose-resposta.

6.2. Potencial estrogénico

O extrato das folhas, testado pelo teste RYA, foi considerado

estrogénico com EEQ de 7,37nM+1,31 e ECs5, de 56,16g/mL.

O extrato do caule ndo apresentou niveis detectaveis de
estrogenicidade, todos os experimentos resultaram no calculo de EEQ

iguais a zero.

O extrato da raiz, testado através do teste RYA, foi considerado

estrogénico com EEQ de 2,16nM+0,90 e EC5, de 191,33g/mL.
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e As fracOes aquosa e DCM dos extratos das folhas, caule e raizes néo

apresentaram niveis detectaveis de estrogenicidade.

e As substanciasl, 2 e 3 também n&o apresentaram niveis detectaveis de

estrogenicidade pelo teste RYA.

6.3. Conclusdes gerais

A Arrabidaea brachypoda, apesar de ser utilizada popularmente no
tratamento de dores nas articulagbes (atrite) e com comprovadas atividades
biolégicas, deve ser utilizada com cautela pois todos os extratos (folhas, caule
e raizes) e também a fracdo aquosa oriunda do extrato das folhas, testados
através do Teste de Ames foram considerados mutagénicos com taxas de
reversao das colénias de S. typhimurium maiores que dois comparadas ao
controle negativo.

A realizacdo dos testes de RYA como um parametro toxicolégico para
0 desenvolvimento de um possivel fitoterapico de uso continuo mostraram
resultados positivos para atividade estrogénica, porém seus baixos indices nos
permitem afirmar que o risco de efeitos adversos pela atuacdo como
alteradores enddcrinos é baixo. Outros ensaios (que ndo sejam de ligacéo
competitiva ao receptor de estrogeno como o RYA) como ensaios de
informacé&o génica, que determinam se a transcricdo e traducdo génica sao
dependentes da interacdo do receptor de estrogenos com seu ligante; e de
proliferacdo celular, que avaliam o aumento do numero de células alvo durante
a fase exponencial de proliferagdo devem ser realizados para confirmacao da

seguranca do uso da A. brachypoda em relacéo a atividade estrogénica.
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Capitulo 2.

“Alice: Quanto tempo dura o eterno?
Coelho: As vezes apenas um segundo.”

Lewis Carroll



Anexo 1. Lista de solu¢cdes e meios utilizados

Ensaios de mutagenicidade:

- Caldo nutriente:

MEIO OXOId.....ccvniiiiiiiiieeie e 0,759
Agua destilada 0.5.p......ccveveeveeeeeeeeeeeee e, 30mL

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Top agar:

AGAC . 1,29
NACH . i 1,09
agua destilada g.S.P....ccvvvvrerieiiiie e 200mL

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

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

BIOtiNA.......ceeeeeieeei e 0,00247g
Histidina......ccooooveiieiiee 0,00192g
Agua destilada (45°C) 0.S.P.cvvevvevveeerirrieieeenes 20mL

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

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

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- VB (Vogel Bonner E):

Sulfato de Magnésio...........cccvveeeeeriiiiieeeeennenee 0,759
ACIHO CItHICO. ettt 7,59
Fosfato de potassio dibasico..........cccccocuvveeerennn. 37,59
Fosfato de sédio € amoOnio.........cooeeevvevievnieeennnn. 13,139
Agua destilada (45°C).......ccceceevevvereeeeeeeeennen, 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 (0,2M):

Solugéo estoque A:
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2,849 (NaZHPO4). ... 100mL(a4gua destilada)
Solugéo estoque B: 2,769 (NaH2PO4).....uvvvieiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 100mLéagua
destilada).

Solucédo de uso: Misturar aproximadamente 30mL da solucéo A e

aproximadamente 7mL da solucéo B. Ajustar o pH (7,4). Autoclavar (121°C, 15

minutos).

-Mistura S9:
Agua miliQ estéril...........ccceeuennne.. 19,75mL

Tampao fosfato.........ccccvvvvveeeeennnnn. 25mL
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NADP (freezer)......ccccovvvevviviiieeenann. 2mL

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

MgCI (geladeira)........cccceeeeeeeeennennn. 500uL

KC et 500pL

Fracdo S9 (-80C).......cccevvvvvvrniiinnnn. Dissolvida em 2ml de agua milQ estéril

- Solucao de MgCl (0,4M):
1Y [o @1 P ] o P 2 0,16269
HoO destilada..........ovevviieiiiiiiiieeeeeeeee e, 2mL

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Solugéo de KCI (1,65M):

Autoclavar (121°C, 15 minutos).

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

NADP ... 0,153089g

- Azida sodica:



10mL agua destilada estéril.............cccvvveeernnnn.. 0,00025¢g

- 4-nitro-o-fenilenodiamina:

BML DMSO...cniii e 0,001g

- Mitomicina C:

10mL agua destilada estéril............cccvvveeveenrn.n. 0,0001g

- 2-aminoantraceno:

10ML DMSO....iiiiiiiiee e 0,00025¢g

- 2-aminofluoreno:

10ML DMSO....iiiiiieeee e 0,00025¢g

Ensaio RYA

- Meio YPD

Extrato levedura...........ccoevvvvviviiiiiiiiiiiee e, 10g
Peptona.......ooveeiiiiii 20g
Agua MiliQ.......coeeveieieieceeeee e, 900mL
GlICOSE 40%0.....eveeeeeeiiieieee e 50mL
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Ajustar o pH para 5,5 com HCI antes de completar o volume com agua (1L no

final). Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Meio Minimo (MM)

Yeast Nitrogen Base.........ccccceeevviiiieieeeeeivieeeeeen, 1,79
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Sulfato de Amonio (NH4)2SO04..cccvvvvvieiieeiiiiinns 59
Agua Mili Q..o e, 1,0L

Adicionar (solucdes preparadas e autoclavadas separadamente):

GlCOSE 400, ... 50mL
MetionNiNa 1090......c.eeeeeeee e, 1mL
HistidiNa 1090, . .. cn i 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 sélido acrescentar agar (20

g/L).
-Metionina 10%
/(S 110 ] 11 F= 0,1g

Agua MiliQ.....coeoveeeeeeeeeeeeceeeeee e imL

-Histidina 10%:

Histidina........coooe e 0,19
Agua MiliQ........cveeeeeceeee e 1mL
-MuGal

TAMPAO Z...covviieeeeieeis e 100mL
Triton X — 100 10%.....cccoveeeiiiiieeiiiiiiee ImL
FESDS 1090, ImL
Mercaptoetanol (Usar na capela)....................... 70uL



-Triton X — 100 10% (liquido):
TrHtON X — 100.... i 0,1mL

Agua MiliQ........cveeeeeeeeeeece e 0,9mL

-SDS 10% (em po):

SIS 100mg

Agua MiliQ.....coeoveeeeeeeeeeeeeeeee e 1mL

-Tampéao Z

NaosPO4 — 60MM...cceiiiiie e, 8,529

NaHPO4— 40MM.....couiieiiieee e, 552¢
KCI=210MM...eiiiiie e 0,75¢g

MgSO,4 7 .HoO —ImM....cooiiiiiieeeeees 1mL

Agua MiliQ.....ceoeveieeeeeeeeee e completar para 1L

Ajustar o pH para 7,0 (se precisar) com HC| antes de completar o volume de

agua. N&ao precisa autoclavar.

-MgSO4 7 .H,O — 1mM
MgSO, 7.H20 — ImMM.....oooiiiiiii e, 12,32¢g

Agua MiliQ.......eoveeveeeeeeeeeeeee e, 50mL
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