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Resumo

A familia Fabaceae tem ocorréncia em toda faixa tropical e em regides temperadas, sendo
uma familia que apresenta grande potencial econdmico. Machaerium, um dos géneros
pertencente a esta familia, tem sido utilizado para diversos fins, tais como a recomposi¢do
de areas degradadas ou uso medicinal para o tratamento de diarréia, colicas menstruais,
tosse e aftas bucais. Ja o género Crotalaria, tem sido empregado na agricultura como
adubo verde no combate a erosdo e também despertado interesse para a inddstria
farmacéutica, ja que os componentes produzidos por plantas deste género podem atuar
como antimicrobiano, antimalarico, anti-inflamatdrio, anti-hepatotoxico e até mesmo no
tratamento contra o cancer. As plantas medicinais tém sido cada vez mais empregadas na
recuperacdo da saude, sendo nas ultimas decadas, muitos estudos direcionados na
identificacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas. Apesar da notavel
utilizacdo das plantas no tratamento das mais diversas patologias, a pesquisa cientifica
tem mostrado que alguns componentes presentes nestas plantas podem apresentar efeitos
nocivos, como a mutagenicidade, o que pode restringir seu uso. Assim, € indispensavel a
realizacdo de ensaios que possam garantir 0 uso seguro desses compostos. Diante disso, 0
teste de Ames foi empregado no presente trabalho para analise do potencial mutagénico
de Machaerium hirtum e Crotalaria pallida, ja que consiste num ensaio de triagem para
avaliacdo da atividade mutagénica, identificando mutagenos entre substancias puras, em
misturas e em amostras ambientais. Tanto o extrato de folhas, quanto o de caule de M.
hirtum ndo se mostraram mutagénicos em nenhuma das concentragfes testadas, o que é
interessante, visto a grande utilizacdo popular e propriedades farmacoldgicas ja descritas
para esta planta. Para os extratos provenientes de folhas e semente de C. pallida, foram
obtidos resultados positivos no teste de Ames, o que torna insegura a utilizacdo dos
mesmos. Sabendo que além da atividade mutagénica, a ativacdo da enzima cicloxigenase-
2 (COX-2) também esta envolvida na carcinogénese, buscou-se verificar se as amostras
altamente mutagénicas eram capazes de desempenhar atividade inflamatdria, o que
contribuiria para o processo de carcinogénse. Foi verificado que tanto o extrato quanto a
fracdo alcaloidica de semente de C. pallida, apesar de se mostrarem altamente

mutagénicos, ndo foram capazes de estimular COX-2. O teste de estrogenicidade



utilizando o ensaio de RYA também foi realizado com as amostras, tendo como propdsito
encontrar candidatos para substituir o estrogénio na terapia de reposicdo hormonal durante
a menopausa. Todos os extratos de C. pallida apresentaram resultados interessantes
quanto ao potencial estrogénico. O estigmasterol, isolado da fragao diclorometanica de C.
pallida foi altamente estrogénico, fornecendo os mais altos valores de equivalente em
estradiol. Sendo um dos objetivos do estudo a busca por substituintes promissores para a
terapia de reposicdo estrogénica, o estigmasterol apareceu como um candidato em
potencial, j& que demonstrou excelentes resultados quanto a estrogenicidade pelo teste de

RYA e auséncia de atividade mutagénica quando avaliado pelo ensaio de Ames.

Palavras-chave: mutagenicidade, estrogenicidade, Machaerium hirtum, Crotalaria
pallida.



Abstract

The Fabaceae family has occurred throughout the tropical and temperate regions, been a
family that has great economic potential. Machaerium, one of the genera belonging to this
Family, has been used for various purposes since the restoration of degraded areas, to treat
diarrhea, menstrual cramps, coughing, and thrush. The genus Crotalaria has been used in
agriculture as fertilizer to prevent erosion and also aroused interest in the pharmaceutical
industry, since the components produced by these plants can act as antimicrobial,
antimalarial, anti-inflammatory, anti-hepatotoxic and even in cancer treatment. Medicinal
plants have been increasingly employed in health recovery, and in recent decades, many
studies have focused on the identification of natural products with therapeutic properties.
Despite the remarkable use of plants in the treatment of several pathologies, scientific
research has shown that some components present in these plants may have adverse effects as
mutagenicity, which may restrict their use. Thus, assays that ensure the use of these
compounds are extremely important. Therefore, Ames test was employed in this study to
analyze the mutagenic potential of Crotalaria pallida and Machaerium hirtum because this
assay is a screening test for evaluation of mutagenic activity, identifying mutagens between
pure substances and mixtures and in environmental samples. Both leave and stem extracts
from M. hirtum were not mutagenic in any of the tested concentrations, which is interesting
because the wide use and pharmacological properties from this plant. In the extracts of leaves
and seeds from C. pallida, positive results were obtained in the Ames test, which make unsafe
their use. Knowing that beyond the mutagenic activity, activation of the enzyme
cyclooxygenase-2 (COX-2) is also involved in carcinogenesis, it was evaluated if the extract
and the alkaloidal fraction from C. pallida seed, which were highly mutagenic, were able to
play inflammatory activity (COX-2 activation), contributing to the process of carcinogenesis.
However, none of the two samples was able to stimulate significantly the enzyme. The
estrogenicity test was also performed, using RYA assay in order to find candidates for
estrogen replacement in hormone replacement therapy during menopause. All extracts from
C. pallida showed interesting results regarding the potential estrogenic. The stigmasterol,
isolated of dichlorometanic fraction from C. pallida leaves, was highly estrogenic providing

the highest values of equivalent to estradiol. As one of the purposes of the study was to search



for promising substituents for estrogen replacement therapy, stigmasterol appeared as a
potential candidate, because it has demonstrated excellent results for testing estrogenicity by

RY A and absence of mutagenic activity when assessed by testing Ames.

Keywords. mutagenicity; estrogenicity, Machaerium hirtum, Crotalaria pallida.
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1. INTRODUCAO

1.1. Interesse crescente no estudo de plantas

O consumo de plantas medicinais foi a primeira forma de uso de remédios que se tem
noticia (BRAGANCA, 1996) sendo sua utilizacdo no tratamento de enfermidades tdo antigo
quanto a especie humana (MACIEL et al., 2002). A busca e a utilizagdo de plantas com
propriedades medicinais é uma pratica milenar, atestada em varios tratados de fitoterapia das
grandes civilizacdes, como os chineses e egipcios que desde 3000 a.C., ja cultivavam plantas
medicinais (SILVA JUNIOR, 2003).

Desde o principio das civilizagcdes, os vegetais tém sido empregados ndo apenas como
fonte alimenticia, mas também medicamentosa. Diversas enfermidades tém sido tratadas com
0 uso de chés (infusos, decoctos, macerados), sucos, tinturas, banhos, cataplasma e
unguentos, preparados a partir de plantas (ALMEIDA, 1993).

Os primeiros relatos de utilizacdo de plantas medicinais foram obtidos da
Mesopotamia e datam de 2.600 a.C., e algumas das espécies utilizadas sdo ainda mencionadas
atualmente para o tratamento de tosse, febre e inflamagdo (GURIB-FAKIM, 2006).

O desenvolvimento da quimica organica ocorreu paralelamente ao estudo de plantas,
principalmente a partir do século XI1X, quando foram registrados os primeiros estudos, com
base cientifica. 1sso resultou no isolamento de alguns principios ativos de plantas, ja entéo
conhecidas como medicinais. Desses estudos foram obtidas algumas substancias que se
consagraram como principios ativos eficazes, sendo ainda empregados no tratamento de
certas doengas, a exemplo de morfina, quinina e cdnfora (MONTANARI, 2001).

O consumo de plantas medicinais e 0 seu emprego na recuperacao da saude tém
evoluido desde as formas mais simples de tratamento local até as formas tecnologicamente
sofisticadas da fabricagdo industrial (LORENZI e MATOS, 2002). Nas ultimas décadas,
muitos estudos tém sido dirigidos a identificacdo de produtos naturais com propriedades
terapéuticas (BAE et al., 2002; DA SILVA et al., 2005; WEISBURGER et al., 1996),
podendo ser utilizados diretamente ou servir de modelos para a sintese de novos principios
bioativos (DOMINGO e LOPEZ-BREA, 2003). Estima-se que aproximadamente 40% dos

medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de
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fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de microorganismos e 3% de
animais (CALIXTO, 2001).

Grande parte da populacdo dos paises em desenvolvimento usa preparacdes vegetais
como primeiros cuidados a saude, devido uma perspectiva cultural e também ao alto custo
agregado aos medicamentos alopaticos (ADDAE-MENSAH, 1992).

Apesar da grande evolucdo da medicina alopatica a partir da segunda metade do
século XX, existem obstaculos basicos na sua utilizacdo pelas populacdes carentes, que vao
desde o0 acesso aos centros de atendimento hospitalares até a obtencdo de exames e
medicamentos. Estes motivos, associados a grande tradicdo do uso de plantas medicinais,
contribuem para sua utilizagdo pelas populacdes dos paises em desenvolvimento (VEIGA
JUNIOR et al., 2005).

A definicdo de planta medicinal, dada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
consiste em “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgdos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-
sintéticos” (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

O fitoterapico é todo medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e segurancga
sdo validadas através de levantamentos etnofarmacoldgicos e documentagdes tecnocientificas
em publicacGes ou ensaios clinicos fase 3. Ndo se considera medicamento fitoterapico aquele
que, na sua composicdo, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as
associagOes destas com extratos vegetais (RDC n° 48/04 — Anvisa; BRASIL, 2000).

A fitoterapia esteve, por longo periodo, sob 0 dominio popular onde o conhecimento
empirico do valor medicinal das plantas prestou importantes servicos (MENDONCA, 1989;
MARTINS et al., 2000). Esta forma de terapia medicinal vem crescendo notadamente, de
maneira que o mercado mundial de fitoterapicos gira em torno de bilhdes de dolares (YUNES
et al., 2001).

A busca de fontes alternativas aos medicamentos industrializados e a validacdo do uso
de plantas medicinais se torna justificavel devido ao crescimento na demanda de
medicamentos e 0 elevado custo decorrente das patentes tecnolégicas envolvidas. Assim, o

fitoterapico aparece como uma opcao interessante ja que possuem um custo mais acessivel
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quando comparado aqueles obtidos por sintese quimica (FARNSWORTH e MORRIS, 1976;
TOLEDO et al., 2003).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo, a
OMS reconhece que grande parte da populacdo dos paises em desenvolvimento depende da
medicina tradicional para sua atencdo primaria, tendo em vista que 80% desta populacdo
utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de salde e 85% destes utilizam
plantas ou preparacdes destas (BRASIL, 2006).

Diante da grande utilizacdo de produtos vegetais por parte da populagéo, a OMS tem
fortalecido a necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas medicinais no ambito sanitario
(GRIPPI, 2001). Neste sentido, tem sido elaborada uma série de resolu¢cdes com objetivo de
considerar o valor potencial da medicina tradicional em seu conjunto para a expansdo dos
servicos de saude regionais. O Ministério da Saude também desenvolve diversas a¢des junto a
outros Orgdos governamentais e ndo-governamentais para elaboracdo de politicas publicas
voltadas & insercdo de plantas medicinais e da fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS) e
ao desenvolvimento do setor (BRASIL, 2006).

No Brasil, uma das politicas publicas elaboradas dentro deste contexto é a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813, de
22 de junho de 2006, tendo como objetivos a garantia do acesso seguro e uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos em nosso pais, além do desenvolvimento de tecnologias e
inovacOes, o fortalecimento das cadeias produtivas e o uso sustentavel da biodiversidade
brasileira (BRASIL, 2006).
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1.2. Familia Fabaceae

A familia Leguminosae Adans., também conhecida como Fabaceae, compreende
aproximadamente 36 tribos, 727 géneros e 19.327 espécies, ocorrendo em toda faixa tropical
e em regides temperadas (LEWIS et al., 2005), sendo a terceira maior familia das
Angiospermas (MABBERLEY, 1997). Esta dividida em trés subfamilias, Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Papilionoideae (LEWIS et al., 2005).

No Brasil ocorrem aproximadamente 200 géneros e 1.500 espécies distribuidas na
maioria dos ecossistemas, sendo neste pais, uma das principais familias das Angiospermas
(SOUZA e LORENZI 2008), além de ser considerada uma familia de grande importancia
econdmica e ecoldgica (POLHILL, 1981; LEWIS et al., 2005; SOUZA e LORENZI, 2008).

As principais espécies da familia sdo as utilizadas na alimentacéo, como por exemplo,
o feijdo (Phaseolumos vulgaris), a soja (Glycine max), o amendoim (Arachis hypogaea), a
ervilha (Pisum sativum), o tremoc¢o (Lupinus spp.), 0 grédo-de-bico (Cicer arietinum) e o
tamarindo (Tamarindus indica). Outra importante aplicacdo dessa familia é o seu uso na
adubacéo verde. Dentre as espécies que sdao comercializadas com esta funcao estdo o feijao-
guandu (Cajanus cajan), o lab-lab (Lablab purpureus), a crotalaria (Crotalaria spp.) e a
alfafa (Medicago sativa), esta uUltima também frequentemente utilizada como forrageira
(SOUZA e LORENZI, 2005).

As sementes de Fabaceae sdo fonte de nutrientes como o amido, proteinas, fibras
alimentares e minerais, particularmente em paises do terceiro mundo. A utilizacdo dessas
sementes na dieta humana nos paises em desenvolvimento pode oferecer efeitos protetores
contra doencas crénicas, ja que integrantes dessa familia contém substancias como
flavonoides, acidos fendlicos, lignanas e taninos que podem desempenhar propriedades
antioxidantes e sdo de grande importancia do ponto de vista nutricional e tecnolégico. Esses
antioxidantes podem atuar na prevencdo do estresse oxidativo, o qual esta intimamente ligado
a uma variedade de doencas como o cancer e doencas cardiovasculares (AMAROWICZ e
PEGG, 2008).
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1.3. Género Machaerium

O género Machaerium, pertencente a familia Fabaceae, foi descrito por Persoon
(1807) e esta subordinado a subfamilia Papilionoideae e a tribo Dalbergieae Bronn ex DC.,
que consiste de 19 géneros e aproximadamente 300 espécies (POLHILL, 1981). Encontra-se
entre 0s maiores géneros arboreos tropicais de leguminosas, possuindo cerca de 130 espécies,
distribuidas do México a Argentina, com um representante ocorrendo na costa oeste africana
(RUDD, 1977).

O Brasil possui 0 maior numero de espécies, que variam de arvores a plantas
escandentes, inermes ou espinescentes, sendo que as formas escandentes predominam na
hiléia amazdnica, enquanto as arbéreas, no sul do Brasil (DUCKE, 1949). Machaerium da
regido equatorial pode se apresentar como lianas, arbustos ou arvores. Algumas espécies,
como as encontradas na Floresta Amazonica, aparecem na forma de arvores com altura entre
25 a 30 metros (LOZANO e KLITGAAARD, 2006).

As folhas geralmente sdo alternadas, membranosas ou coriiceas, podendo ser
observada uma variacdo no nimero de folhas entre as espécies. Em relacdo a casca, as
espéecies podem apresentar fissuras. Ja as inflorescéncias aparecem como uma pseudo-
panicula terminal ou auxiliar, sendo as bracteas encontradas ao redor da base (LOZANO e
KLITGAAARD, 2006).

As flores podem variar de 8 mm como no M. multifoliolaruim a 20 mm em M.
kegelli, diclamideas, com pétalas roseas, amarelas, brancas ou creme-esverdeadas. Os frutos
podem ser divididos em 2 tipos: os dispersos pelo vento, caracterizados por uma semente
basal e uma asa terminal e 0s que possuem uma semente que compreende quase todo o fruto,
sugerindo uma dispersdo por mamiferos (LOZANO e KLITGAAARD, 2006; MARTINS,
2009; BASTOS, 1987)

O nome Machaerium provavelmente ¢ originado da palavra “machete”, que em grego
significa facdo, referindo-se a forma dos frutos (PEREZ- ARBELAEZ, 1994). Suas espécies
sdo popularmente conhecidas como jacarandd (LEWIS et al., 2005) e utilizadas para diversos
fins, como na recomposicdo de areas degradadas (LORENZI 1992, 1998; POTT e POTT,
1994). Populaces indigenas da América do Sul tém utilizado plantas desse género para tratar
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diarréia (POTT e POTT, 2004), célicas menstruais (GINZBARG,1977), tosse e aftas bucais
(JOLY, 1987).

Investigagdes quimicas de varias espécies presentes no Brasil, Peru e Venezuela tém
revelado a presenca de triterpenos (MAGALHAES et al., 1966) e flavonoides (OLLIS et al.,
1978a, 1978b; KUROSAWA et al.,, 1978; ANIMASHAUN et al., 1993), incluindo
isoflavonoides, neoflavonoides, isoflavonas e lectinas em espécies como M. vestitum, M.
villosum e M. biovulatum. Alguns desses isoflavonoides e lectinas apresentaram atividades
anti-HIV e anti-inflamatdrias (ANIMASHAUN et al., 1993, EMIM et al., 1994). Ja a espécie
M. aristulatum apresentou isoflavonoides com atividade antigiardia (ELSOHLY et al., 1999).

A espécie Machaerium hirtum (Vell.) Stellfeld, utilizada neste estudo, é conhecida
popularmente por “jacaranda-bico-de-pato”, com ocorréncia em formagdes florestais do
interior do Brasil. Possui foliolos estreito-oblongos, pelos aculeos, retilineos e achatados e
habitos sempre arbéreos (SOUZA e LORENZI, 2008). Na literatura sdo descritos alguns
usos populares dessa planta, sendo as cascas utilizadas para tratamento de diarréia, tosse e
cancer (POTT e POTT, 2004).

a) b) c)
Figura 1. Detalhes de Machaerium hirtum: a) caule, b) ramos com inflorescéncias, c)

folhas e fruto (MARTINS, 2009)
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1.4. Género Crotalaria

O género Crotalaria, pertencente a familia Fabaceae, € amplamente distribuido em
regides tropicais. Ha aproximadamente 400 espécies encontradas na Africa, 15 na Australia
(ALLEN e ALLEN, 1981) e no Brasil ha pelo menos, 40 espécies de Crotalaria, sendo as
mais comuns C. mucronata Desv. (= C. gtriata DC, C. pallida, C. saltiana, C. vitellina Kerr,
C. anagyroidesH.B.K. e C. retusa L) (TOKARNIA et al., 2000).

29 13

As plantas desse género sdo conhecidas por “xique-xique”, “guizo-de-cascavel” ou
“chocalho-de-cascavel”, devido ao som produzido pelos frutos, quando sec0S, ao serem
tocados. Em funcdo disso, a planta recebeu o nome cientifico de Crotalaria, termo que em
latim significa chocalho (EVERIST, 1974).

As plantas possuem caules eretos, raramente espinescentes, folhas comumentes
trifoliadas, com peciolos sésseis. As flores geralmente apresentam coloracdo amarela,
ocasionalmente com manchas avermelhadas ou roxas (ALLEN e ALLEN, 1981).

As espécies do género possuem consideravel plasticidade, adaptando-se a diferentes
condi¢cbes ambientais. Podem ocorrer em variados tipos de habitats, sendo muito comuns em
margem de estradas e como invasoras de culturas (FLORES, 2005).

Na agricultura de paises tropicais, as espécies desse género sdo de grande importancia,
sendo utilizadas como adubo verde para cobertura de solo e combate a eroséo, fertilizante
devido a capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico e como agente biolégico no
controle das &reas infectadas com nematoides. S&o utilizadas também na producéo de fibras e
celulose de alta qualidade (MEDINA, 1959; POHHIL, 1982).

A industria farmacéutica tem um interesse crescente em substancias do metabolismo
secundario de espécies de Crotalaria, que sdo particularmente ricas em alcaldides
pirrolizidinicos (APs) (FLORES, 2004). Esses alcaloides podem atuar como antimicrobianos
e em alguns insetos estimulam a ovoposi¢do (CAMPO et al. 2005). A crotaorixina é outra
substancia de interesse, pois inibe o crescimento do parasita causador da malaria,
Plasmodium falciparum (NARANDER et al., 2005). Ja os acidos crotalicos e emarginélico

apresentam atividade anti-inflamétoria e anti-hepatotoxica, respectivamente (AHMED et al.,
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2006). H& relato de outras substancias que auxiliam na fungdo imune e na prevencdo e
tratamento do cancer (SEONG et al., 2007).

A espécie Crotalaria pallida Aiton. (Leguminosae, Papilionoideae, Crotalarieae),
utilizada no estudo, é uma planta daninha pantropical, leguminosa subarbustiva nativa dos
tropicos do Velho Mundo, de porte alto (0,5 -1,5 m), ereta, bem ramificada. As folhas sdo
alternas, digitadas trifolioladas e pecioladas, os foliculos sdo obovados, com o apice
mucronado (Figura 2). O fruto mede de 2,5 a 4,0 cm, quando imaturo é denso e pubescente,
maduro € glabro e de coloracdo castanha (SCHMALSTING, 1997; POLHILL, 1982).
Analises fitoquimicas evidenciaram a presenca de alcaldides pirrozidinicos em C. pallida,
como senecionina, integerrimina, retrosina, usaramina (FERRO, 2001).

Alguns usos populares sdo descritos para esta planta, como a utilizagdo da raiz para o
tratamento de inchagos dolorosos das articulacbes e, do suco proveniente das folhas como
vermifugo (JAIN e BORTHAKUR, 1980).

Em relacéo aos estudos farmacoldgicos, Ko et al. (2003) mostraram que as cascas de
C. pallida demonstraram potencial anti-inflamatério. Além disso, peptideos presentes em
sementes dessa planta apresentaram atividade contra bactérias gram-negativas (Proteus sp e
Escherichia coli) e contra fungos fitopatogénicos despertando interesse para a area medicinal
e para o agronegocio (PELEGRINI et al., 2009).

Figura 2: Folhas trifoliadas de C. pallida (SCHMALSTING, 1997)
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1.5. Atividade mutagénica

Embora plantas medicinais venham sendo utilizadas no tratamento de doencas, a
pesquisa cientifica tem mostrado que algumas substancias presentes nessas plantas podem
apresentar propriedades indesejaveis, como mutagenicidade, o que pode restringir seu uso
como agentes terapéuticos (NUNES et al., 2012; MARQUES et al., 2003; DE SA
FERREIRA et al.,1999).

O confrei (Symphytum officinale L.), considerado um produto natural com propriedade
cicatrizante devido a presenca de alantoina, foi condenado pela OMS por provocar doenga
hepatica veno- oclusiva, desencadeada pelos alcaloides pirrolizidinicos, que além de
causarem hepatotoxicidade, possuem propriedades mutagénicas e carcinogénicas (BUCKEL e
TOWARD, 1998).

Mutagenicidade é definida como uma alteracdo permanente no conteudo ou estrutura
do material genético de um organismo, podendo ser manifestada como uma alteracdo
herdavel em decorréncia de mutagdo em celulas germinativas e/ou mutacBes somaticas
levando ao desenvolvimento de cancer ou outros processos cronicos degenerativos
(DEARFIELD, 2002).

As mutacBes podem ocorrer em nivel génico, como alteragdes de um dnico
nucleotideo (mutacdo génica ou pontual) ou em nivel cromossémico, como aberragcdes que
atingem cromossomos inteiros ou pedagos de cromossomos (MATEUCA et al., 2006). Em
nivel génico, as mutacbes podem ser subdivididas em substituicdo de pares de bases e
alteracdo na matriz de leitura, ocorrendo por adicdo ou delecdo de nucleotideos. Ja as
mutacBes cromossdmicas podem ser divididas em numéricas, que por sua vez Sao
subdivididas em euploidias (envolvem genomas inteiros) e aneuploidias (envolvem parte do
genoma), e mutacbes cromossdmicas estruturais, sendo elas: delecdo, duplicacéo,
translocacdo e inversdao (GRIFFITHS et al.,2006).

As mutacOes despertam grande interesse por estarem diretamente relacionadas ao
desenvolvimento de diversas doencas degenerativas tais como cancer e arteriosclerose (DE
FLORA, 1998; SEO et al., 2000). Geralmente, o cancer comega ap0s um episodio mutacional
em uma Unica célula e gradualmente se transforma em uma doenga maligna de mdltiplos

estagios, através da aquisicdo sequencial de mutacdes adicionais (LOH et al., 2009). Diante
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disso, é fundamental a realizacdo de testes e estudos que garantam a utilizacdo segura desses
compostos.

Testes de mutagenicidade avaliam um evento inicial ou intermediario da tumorigénese
(FEARON e VOGELSTEIN, 1990). As mutacGes genéticas podem ser avaliadas utilizando
bactérias ou outros sistemas, j& que podem ocasionar mudangas nas necessidades para o
crescimento da célula, como por exemplo, no teste de Ames, o qual é amplamente utilizado
para identificar substancias capazes de produzir danos genéticos e darem origem a mutacGes
génicas (MORTELMANS e ZIEGER, 2000).

1.5.1. Teste de Ames para determinacéo da atividade mutagénica

O teste de Ames é um dos ensaios de triagem mais utilizado para detectar o potencial
mutagénico de compostos (CARIELLO e PIEGORSCH, 1996; UMBUZEIRO e VARGAS et
al., 2003). Esse teste, também conhecido como teste de mutacdo génica reversa com
Salmonella, tem sido utilizado para identificar mutadgenos entre substancias puras, em
misturas e em amostras ambientais (MARON e AMES, 1983).

O ensaio emprega linhagens de Salmonella typhimurium derivadas da parental LT2,
auxotrdficas para histidina (His-), apresentando diferentes mutacdes no “operon” deste
aminodcido, sendo desenvolvidas para detectar mutacdes do tipo deslocamento do quadro de
leitura (frameshift) ou substituicbes de bases no DNA (MARON e AMES, 1983,
MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

As mutagdes presentes no “operon” da histidina tornam as linhagens incapazes de
crescer na auséncia deste aminoacido (histidina-dependentes). Na presenca de um composto
mutagénico, novas mutacGes no local dessas mutacbes pré-existentes, ou nas proximidades
dos genes, podem restaurar a fungdo do gene e permitir que as células sintetizem histidina.
Estas células recém-mutadas podem crescer na auséncia do aminoacido e formar coldnias.
Deste modo, o0 teste é muitas vezes referido como um “ensaio de reversdo". O nimero de
revertentes é facilmente medido pela contagem de uma populacdo de bactérias da amostra a
ser testada (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Muitas substancias podem danificar diretamente o material genético, (mutagenos

diretos). Ja alguns agentes carcinogénicos, como aminas aromaticas ou hidrocarbonetos
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policiclicos, sdo biologicamente inativos, a menos que sejam biotransformados para suas
formas ativas (mutagenos indiretos). Em humanos e alguns animais esta metabolizacdo é
realizada através do complexo enzimatico P450, presente principalmente no figado. As
enzimas deste sistema sdo capazes de metabolizar grande nimero de compostos a potentes
intermediarios mutagénicos. Como as bactérias ndo possuem esta capacidade metabolica, um
sistema enzimatico exdgeno (fracdo S9) é adicionado ao ensaio, permitindo a identificacdo de
mutagenos indiretos (AMES et al.,1973; GARNER et al., 1972). Todas essas caracteristicas
conferem ao teste de Ames uma sensibilidade e eficiéncia na identificacdo e caracterizagao de
diferentes agentes mutagénicos (SANTOS et al., 2006).

1.6. Envolvimento da COX-2 em processos cancerigenos

Os processos inflamatdrios sdo muitas vezes precursores da carcinogénese. O gene
COX-2 é um dos envolvidos nesse processo, que catalisa a sintese de prostaglandinas, as
quais estdo associadas as vias de promogdo tumoral (ANTONUCCI, 2005).

COX-1 e COX-2 sdo enzimas que regulam etapas da sintese de prostandides
(tromboxanos e prostaglandinas). Neste processo, a enzima fosfolipase A catalisa a hidrélise
de fosfolipidios da membrana, liberando o acido araquidénico (AA), enquanto a COX
converte o0 AA em precursores prostanoides (MURAKAMI et al., 1999).

As prostaglandinas (PGs) regulam diversos processos patofisiologicos como a reagao
inflamatoria, citoprotecdo gastrointestinal e ulceragdo, hemostasia e trombose, bem como a
hemodindmica renal (SMITH et al., 2001). Mais recentemente, uma terceira isoforma foi
identificada, COX-3, como uma variante da COX-1. COX-3 parece desenvolver um papel na
febre e processos de dor (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

COX-1 é uma enzima expressa constitutivamente em muitos tecidos e esta envolvida
na sintese de prostaglandinas as quais controlam processos fisiolégicos normais. Por outro
lado, COX-2 ndo é detectada na maioria dos tecidos normais (exceto no sistema nervoso,
renal e nas vesiculas seminais) e sim, induzida por varios estimulos inflamatérios e
mitogénicos. Fatores de crescimento como fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) citocinas pro- inflamatorias (interleucina (IL) 1B,

IL2), fator de necrose tumoral (TNF), promotores de tumor, &cidos biliares e radiacéo
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ultravioleta B estimulam a expressdo de COX-2. (CHEN et al., 2001; DEMPKE et al., 2001,
PEPPELENBOSCH et al., 1993; ZHANG et al ., 1998).

O papel da COX-2 na carcinogénse ja tem sido descrito, sendo a forma induzida desta
enzima detectada em tumores humanos e utilizada em modelos experimentais de cancer
(CHAN et al., 1999). A superexpressao de COX-2 promove crescimento celular, inibe
apoptose, e aumenta a motilidade celular e adesdo de células epiteliais intestinais (TSUJII et
al., 1997).

COX-2 aparece com expressdo elevada em diversos tumores, incluindo tumores de
colon, cabeca e pesco¢co, mama e pulmao (DANNENBERG, 2001). A superexpressao desta
enzima também é frequentemente detectada em tumores gastricos (MURATA et al., 1999).

Dados in vivo, in vitro, clinicos e observacionais tém confirmado que inibidores
seletivos da COX- 2 reduzem a producdo de prostaglandinas e o risco de cancer de colon,
pele e outras neoplasias, demonstrando que a COX-2 esta relacionada ao desenvolvimento da
carcinogénese, promoc¢ao de tumor, inibicdo da apoptose, estimulo da angiogénese e do
processo de metastase (DANNENBERG et al., 2005).

A base celular e molecular da inflamagdo tem se tornado um tdpico de grande
interesse devido a associacdo entre os mecanismos de inflamacdo e o risco de cancer. Os
eventos mediados por processos inflamatorios, tais como a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS - reactive oxygen species), a ativacdo de fatores de crescimento (para reparo
de feridas), e a alteracdo de vias de sinalizacdo ativam a proliferacdo celular para substituir
celulas e tecidos necroticos ou apoptoéticos (ARDIES, 2003).

Sabendo que COX-2 ndo € apenas um marcador de inflamacéo, mas est& ativamente
envolvida no processo de carcinogénese (TSUJII et al., 1998), o presente trabalho procurou
verificar se a atividade mutagénica desempenhada por algumas amostras (atividade
determinada pelo teste de Ames) aparece associada a um processo inflamatério contribuindo
ainda mais para a carcinogénese. Para tanto, a verificacdo da ativacdo de COX-2 foi realizada
indiretamente, a partir da quantificacdo de prostaglandina (PGE2) e também pela

quantificacdo de 6xido nitrico (NO).
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1.7. Atividade estrogénica

Muitos pesquisadores tém dirigido suas investigacBes para varias vias bioquimicas
mediadas pela ativacdo ou inibi¢do de enzimas envolvidas com o processo de comunicagdo
celular ou transducdo do sinal celular. Existe um grande numero de mensageiros
intracelulares que participam destas rotas, dentre eles podemos citar os hormonios (YUNES e
CALIXTO, 2001).

Geralmente, o horménio reage especificamente com algum receptor e produz o efeito
bioldgico. Dessa forma, as terapias de reposi¢cdo hormonal, como a utilizada durante a
menopausa, envolvem hormoénios naturais ou compostos quimicos com estruturas similares
(VALERIE, 2000). A menopausa ¢ definida pela OMS como a interrupcdo permanente da
menstruacdo, como resultado da perda da funcéo folicular ovariana ou de remocao cirdrgica
dos ovérios, cessando a producdo de estrogenos (BURGER et al., 2002)

Estrogénio é um termo usado para um grupo de hormonios naturais esteroides com 18
carbonos, secretados principalmente pelo ovério, e em menor quantidade, pelas adrenais. O
estrogénio engloba trés hormdnios esteroides estruturalmente semelhantes: 17-B-estradiol,
estrona e estriol, sendo o 17-B-estradiol o principal esteroide em humanos (KENDALL e
ESRON, 2002). Eles desempenham papel importante no crescimento, diferenciagdo e funcéo
de muitos alvos, incluindo os sistemas reprodutores feminino e masculino além de
apresentarem uma variedade de funcdes farmacoldgicas, como manutencdo da massa 0ssea,
prevenindo a osteoporose, protecao cardiovascular e cerebral (RYMER et al., 2003).

A diminuicdo dos niveis de estrogeno em mulheres na p6s-menopausa associa-se ao
desenvolvimento de doencas cronicas e problemas cardiovasculares (MAYES e WATSON,
2004). Como exemplos de problemas decorrentes da menopausa aparecem a reducdo da
densidade Ossea (osteoporose) e maior incidéncia de tumores, além dos sintomas classicos
que incluem calores subitos, ansiedade e variacdes de humor (HARLOW e SIGNORELLO,
2000).

Um estudo apresentado por Hong et al. (2007) mostrou a associagdo entre
adipocitocinas séricas (adiponectina, resistina, leptina, TNFo) e os niveis séricos de

estrogénio (estrona e estradiol), sendo observado que os niveis de TNFa apos a menopausa
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foram significativamente maiores, sugerindo que a deficiéncia de estrogénio esta relacionada
ao aumento de citocinas inflamatérias séricas, contribuindo para o desenvolvimento de
aterosclerose e diabetes mellitus tipo 2.

Apesar dos inumeros beneficios oferecidos pelo estrégeno, é sabido que a longo
prazo, a terapia de reposicdo de estrogenos (TRE) pode resultar em efeitos indesejaveis como
a elevacdo do risco de cancer de mama (SANTEN et al., 2010; STURDEE e PINES, 2011).
Desse modo, é crescente 0 nimero de pesquisas de compostos que possam oferecer 0s
beneficios da TRE sem os efeitos indesejaveis do estrogeno (YUNES e CALIXTO, 2001).

Dentro deste contexto, os produtos derivados de plantas, como por exemplo 0s
fitoestrogenos e fitoesteroides, aparecem como uma opgao terapéutica, ja que podem atuar na
prevencdo de desconfortos relacionados ao desequilibrio hormonal (NAEYER et al., 2004.
VIEIRA, 2007). E sabido que a ingestdo de fitoestrdgenos, como as isoflavonas da soja
(genisteina e daidzeina) tem sido associada a redu¢do dos sintomas da menopausa, além de
estar relacionada a diminuicdo de cancer, particularmente canceres estrégeno-dependentes,
como cancer de mama, doencgas cardiovasculares e osteoporose (LINSEISEN et al., 2004;
KLEIN, KING et al., 2007).

Dados epidemioldgicos sugerem que 0s canceres de mama e prostata s&o menos
incidentes nos paises asiaticos, devido a maior ingestdo de fitoestrégenos na dieta (MAGEE e
ROWLAND, 2004; THAM, 1998). O papel dos fitoestrdgenos em modificar o risco de
cancer pode ndo estar associado somente as suas propriedades estrogénicas, mas também por
exercer papel mediador em outros eventos bioquimicos relacionados (THAM et al., 1998).

Os fitoestrogenos sdo metabolitos especiais, polifendlicos ndo-esteroidais de plantas
(WARD e KUHNLE, 2010), que podem atuar como agonistas de receptor de estrégeno,
imitando os estrégenos endogenos e causando efeitos estrogénicos ou como antagonistas do
receptor, que podem bloquear ou alterar os receptores de estrogeno modificando a resposta
estrogénica (PINTO et al., 2008). Ja foi demonstrado que, na auséncia de estrogénio, essas
moléculas possuem efeito estrogénico fraco, ao passo que, na presenca de estrogénio, podem
exercer agdes antagonicas, sugerindo mecanismo competitivo pelo receptor (OLIVEIRA et
al., 2006). Além disso, os fitoestrogenos podem afetar a sintese, o transporte, 0 metabolismo
e a excrecdo dos hormonios, alterando as concentracdes dos hormdnios naturais
(SANTAMARTA, 2001; GHISELLI e JARDIM, 2007; FERNANDEZ et al.,2009).
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As principais classes de fitoestrogenos sao as isoflavonas (encontradas principalmente
em legumes, grdo de bico e soja), flavonoides prenilados (presentes no lupulo), cumestanos
(encontrados em legumes jovens como brotos de alfafa ou trevo) e lignanas (encontradas em
cereais, linhaca e outras frutas e legumes (OSBORNE,1998; OSBORNE et al., 2000).

Grande parte dos efeitos dos estrogenos é mediada atraves da sua ligacdo a proteinas
nucleares, os chamados receptores de estrogénio (REs), fatores de transcricdo que regulam a
expressdo de genes responsivos estrogenos. Compostos naturais e drogas sintéticas com
similarididade estrutural ao estrégeno natural, também sdo capazes de se ligarem aos REs,
mimetizando os efeitos do estrogeno ou entdo, desempenhando atividade antiestrogénica
(OSBORNE,1998; OSBORNE et al., 2000).

1.7.1. Ensaio de estrogenicidade in vitro — RYA

Os bioensaios in vitro, principalmente aqueles baseados nos mecanismos de acdo dos
estrogenos, estdo se tornando cada vez mais importantes na identificacdo e avaliacdo da
atividade estrogénica. Eles sd@o meios rapidos, eficazes e eficientes de avaliagdo da
estrogenicidade de um grande nimero de amostras ambientais e compostos, minimizando o
uso de animais de laboratorio (ZACHAREWSKI, 1997; CESPEDES et al., 2004).

Um dos testes utilizado para avaliar o potencial estrogénico de amostras é o teste RYA
(Recombinant Yeast Assay), o qual foi utilizado no presente trabalho para analise do
potencial estrogénico das plantas M. hirtume C. pallida. Esse teste utiliza células da levedura
Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificadas que expressam constitutivamente o
receptor de estrogeno humano e respondem a ligacdo de substancias estruturalmente
semelhantes ao estrogeno verificando a afinidade de ligagdo de compostos ao receptor de
estrégeno (GARCIA-REYERO et al., 2005).

No RYA, as cepas de leveduras geneticamente modificadas (S. cerevisiae) expressam
dois elementos genéticos: um gene sensor, o receptor de estrogeno humano (RE) e um gene
repdrter, contendo o elemento responsivo a estrogeno do gene da vitelogenina B1 de Xenopus
laevis, 0 qual promove a expressdo da enzima p-galactosidase pela ativacdo do gene lacZ
(GARCIA-REYERO et al., 2005). O gene repodrter é construido de uma forma que esta

enzima sO serd expressa na presenca do complexo receptor-ligante, imitando o mecanismo
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pelo qual muitos genes responsivos a hormonios s&o regulados nos vertebrados (CESPEDES
et al., 2005; NOGUEROL et al., 2006). A expressdo do gene repdrter é entdo monitorada pela
atividade enzimatica utilizando substratos, cujos produtos sdo facilmente detectados e
quantificados (NOGUEROL et al., 2006).

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

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a mutagenicidade eestrogenicidade de plantas da familia Fabaceae (M. hirtum
e C. pallida), que estdo inseridas no Projeto BIOTA-FAPESP, além de analisar se as amostras
mutagénicas sdo capazes de estimular a enzima COX-2, contribuindo com o processo de

carcinogénese.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a mutagenicidade, pelo teste de Ames, dos extratos etanolico de folhas e
metandlico de caule de M. hirtum e dos extratos etandlicos de flores, folhas, sementes
e de pericarpo de C. pallida, utilizando as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102,
na presenca e auséncia de metabolizacao;

e Avaliar a mutagenicidade, por meio do teste de Ames, das fracbes enriquecidas
(diclorometanica, cloroférmica, butandlica e alcaloidica) provenientes dos extratos de
folhas e de semente de C. pallida, utilizando a linhagem TA98;

e Analisar o estigmasterol, isolado das folhas de C. pallida, quanto a mutagenicidade in
vitro, utilizando o teste de Ames;

e Auvaliar a estrogenicidade, por meio do teste RYA, dos extratos de folhas e de caule de
M. hirtum, bem como dos extratos de flores, folhas, semente e de pericarpo de C.
pallida;

e Avaliar a atividade estrogénica das fragOes enriquecidas (diclorometanica,
cloroférmica e butandlica) provenientes dos extratos de flores, folhas, semente e de
pericarpo de C. pallida;

e Analisar o potencial estrogénico desempenhado pelo estigmasterol, utilizando o
ensaio de RYA;

e Selecionar as amostras com maior potencial mutagénico e analisd-las quanto ao

potencial inflamatdrio, atraves da ativacdo de COX-2.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtenc¢ao do material vegetal.

Os extratos de folhas e caule de M. hirtum e os extratos de flores, folhas e caule,
semente e de pericarpo de C. pallida, bem como as fracbes enriquecidas de flores, semente,
folhas e também de pericarpo de C. pallida (diclorometanica, cloroférmica, butanolica e
alcaldidica, sendo esta ultima apenas de semente) e a substéncia isolada das folhas de C.
pallida (estigmasterol) foram obtidos no Instituto de Quimica da UNESP, campus
Araraquara-SP, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas e Profa. Dra. Lourdes

Campaner dos Santos.

3.2. Coleta e Preparo do Material Vegetal

3.2.1. Coleta de folhas e caule de M. hirtum (Vell.) Stellfeld

As folhas e caule de M. hirtum foram coletados nas proximidades de Cachoeira
Indiana, no municipio de Botucatu, no inicio de 2009, pelo Professor Luis Fernando Rolim de
Almeida, sendo que as exsicatas encontram-se depositadas no Herbario da UNESP de
Botucatu (BOTU 027643).

3.2.2. Preparacao do extrato de folhas de M. hirtum

Folhas de M. hirtum foram secas em estufa a 40°C e moidas em moinho de facas com
um tamanho médio de particula de 1 a 3 mm. Em seguida, foram submetidas a percolacdo
(PRISTA, 1995). O processo teve inicio com 0 intumescimento prévio de aproximadamente
1,0 kg do p6 com 4,0 L de etanol 70% (v/v) durante 2 horas fora do percolador. Apds esse
periodo, o percolador foi empacotado com a mistura (p6 + etanol 70%). O empacotamento foi
feito de forma mais homogénea possivel, respeitando a proporcao 5:1 em relagdo ao tamanho
do percolador. A vazdo do percolador foi ajustada para 1,0 a 2,0 mL/min/Kg de material

vegetal. ApOs a extracdo, os extratos foram rotaevaporados sob pressdo reduzida em
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temperatura de 40°C, liofilizados e armazenados em frascos &mbar vedados. Apds esse
processo foi determinado o rendimento do extrato das folhas (170,0 g = 17%).

O perfil quimico do extrato foi estabelecido por HPLC-PDA e a quantificacdo das
substancias foi feita com base em suas agliconas, pelo método da calibracdo externa. Foi
possivel identificar as flavonas saponarina (apigenina-6-C-f3-D-glucopiranosil-7-O-B-D-
glucopiranosideo - 8,69 + 0,46 mg/g de extrato), isovitexina (apigenina-6-C-p-D-
glucopiranosideo - 6,44 + 0,45 mg/g de extrato), isoorientina (luteolina-6-C-p-D-
glucopiranosideo), que se apresentou abaixo do limite de quantificacdo (TANGERINA,
2012).
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Figura 3: Estrutura das substancias identificadas em folhas de M. hirtum: a) apigenina-6-C-f-
D-glucopiranosil-7-O-B-D-glucopiranosideo, b) apigenina-6-C-p-D-glucopiranosideo, c)
luteolina-6-C-f-D-glucopiranosideo (TANGERINA, 2012)

3.2.3. Preparacao do extrato de caule de M. hirtum

Caule de M. hirtum foram secos em estufa a 40°C e moidos em moinho de facas com
um tamanho médio de particula de 1 a 3 mm. Em seguida, 500 g de caule foram submetidos a
percolacdo em metanol, obtendo-se o extrato metandlico com 79,1 g (16%). O perfil
cromatografico por HPLC-DAD indicou a presenca de flavonas. Ap6s fracionamento em
coluna de sephadex-LH 20 (eluicdo com metanol) da fracdo butandlica do extrato resultou na

identificacdo de triterpenos (alfa e beta amirina) e alantoina (Figura 4).
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a) b)

Figura 4: Estrutura das subtancias isoladas de caule de M. hirtum. a) R=R2=CH3, R1=H:
alfa- amirina; R=R1=CH3, R2=H: beta amirina, b) alantoina (TANGERINA, 2012).

3.2.4. Coleta de flores, folhas, semente e pericarpo de C. pallida

As folhas (890,0 g), flores (92,0 g), pericarpo (209,0 g) e sementes (124,0 g) de C.
pallida Aiton — (Fabaceae) foram coletadas em fevereiro de 2010 no municipio de Pocos de
Caldas (MG). A identificacdo foi realizada pelo Prof. Dr. Luis Victor Silva Sacramento, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP Araraquara, e depositada no herbario do
Instituto de Botanica da UNESP Botucatu onde se encontra catalogada uma exsicata (BOTU
28656).

3.2.5. Preparacao dos extratos brutos de C. pallida

As partes coletadas da espécie vegetal foram previamente divididas, separadas e
submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 45°C até peso constante. As partes aéreas
foram reduzidas ao estado de pd, por meio de moagem em moinho de faca. Em seguida,
umedecidas com etanol 70% e deixadas em repouso por 2 horas, em recipientes fechados, ao
abrigo da luz. Esse material foi entdo, acomodado em percolador, e submetido ao processo de
lixiviagdo com etanol 70%, até o esgotamento total da droga. Apos cada extracdo, o extrato
foi filtrado em papel-filtro pregueado, concentrado em rotaevaporador sob pressdo reduzida
(temperatura de 40°C), até remocdo completa do etanol. Em seguida, procedeu-se a
liofilizacdo, obtendo os extratos hidroalcoolicos 70%: 46,0 g de extrato de folhas (5 %), 19,3

g de extrato de flores (21 %), 18,0 g de extratos de pericarpo (9 %) e 19,9 g de extratos de
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sementes (16 %). Os extratos das folhas e pericarpo forneceram os menores rendimentos, se

comparados aos demais extratos a mesma espécie.

3.2.6 Perfil cromatogréafico dos extratos EtOH 70% de C. pallida

A fim de determinar com maior precisdo os tipos de metabdlitos secundarios presentes
no extrato etanolico 70% (EtOH 70%) das partes aéreas de C. pallida e assim estabelecer
uma estratégia para a separagdo das substdncias presentes, foi registrado o perfil
cromatografico desses extratos por meio de analises por HPLC-DAD (HPLC-PDA,Jasco®,
Coluna Phenomenex® Synergi Hydro RP-18 250 x 4,6mm i.d. ; 4um, 1,0 mL min-1, FM:
A=H20 com acido férmico 0,1 %., B=Acetonitrila, gradiente linear 0-100% de B 60
minutos).

A similaridade entre os perfis cromatograficos obtidos dos extratos EtOH 70 % das
folhas, flores, pericarpo e sementes foi avaliada através da comparacdo dos sinais
cromatograficos observados e seus espectros de absorcdo registrados com absorcdo (220 a
400 nm) e verificou-se a presenca de flavondides (A = 254nm) e derivados de acidos
fendlicos (A = 254nm) (GORDON et al., 2001).

Anélise dos espectros de absorcdo no ultravioleta dos picos revelou padréo similar de
absorcdo méxima em 330-370 nm e 240-280 nm e ap06s comparacdo com padrdes disponiveis
no Laboratdrio de Fitoquimica do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara, juntamente
com dados da literatura (MABRY, 1970), foi possivel inferir que os picos eram referentes a
flavonoides, principalmente, dos derivados da apigenina e luteolina (flavonas).

3.2.7. Fracionamento e purificacdo do extrato das folhas de C. pallida

Optou-se por iniciar os estudos de fracionamento com o extrato das folhas em virtude
da melhor resolucdo cromatografica e da concentracdo de metabdlitos do mesmo. Para o
fracionamento do extrato EtOH 70% das folhas utilizou-se uma coluna Sephadex LH-20
como fase estacionaria.

Apos a analise das cromatografias de camada delgada (CCD) e reagrupamento das

fracdes e tendo em vista que substancias ndo foram isoladas, iniciou-se uma nova estratégia



44

na tentativa de isolar alguma substancia do extrato EtOH 70% das folhas de C. pallida

empregando a técnica de Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC).

3.2.7.1. Caracterizacao e extracao de alcaloides pirrolizidinicos

A literatura diz que espécies do género Crotalaria possuem alto teor de alcaloides
pirrolzidinicos (APs) em determinadas partes do vegetal. O estudo da espécie C. pallida,
realizados por FLETCHER et al. (2009) e FLORES et al (2009) resultou na identificacdo de

usaramine e integerrimine (Figura 5).

usaramine integerrimine

Figura 5: Estrutura de APs encontrados em C. pallida

Para a identificacdoo de APs nas folhas de C. pallida, o extrato etanolico das folhas (2,0
g) foi solubilizado em solucdo de MeOH:H,0 (8:2 v/v). A fracdo ndo foi totalmente soltvel.
O sobrenadante foi transferido para um funil de separacdo e submetido a acidificacdo com
solucdo de &cido cloridrico (HCI) 2 N e, posteriormente, extraido trés vezes com cloroférmio
(CHClj3). Objetivando-se obter uma fragdo rica em alcaldides pirrolidizinicos (APs) como
base livre e ndo sob a forma de N-Oxidos, optou-se pela reducdo da fracdo aquosa &cida,
obtida anteriormente. Assim, a fase aquosa foi reduzida com excesso de Zinco por 3 horas em
meio &cido, mantendo-se o pH entre 1-2. A fracdo aquosa reduzida foi alcalinizada com
hidroxido de amonio (transformando os APs protonados em bases livres) e extraida com
CHClIs. A fracdo aquosa basica foi neutralizada com HCI e extraida com N-butanol.

O processo de extracdo, apds neutralizacdo e remogdo dos solventes a pressdo reduzida,
gerou quatro fragcbes denominadas cloroférmica (Cl I - 511,8 mg), cloroférmica basica (Cl I-
64,2 mg), butandlica (BuOH -1.028,9 mg) e a fragdo aquosa (Fr Aq -356,0 mg).
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A fracdo cloroférmica béasica (CI I1) foi submetida a dois métodos de identificacdo de
alcaloides. O primeiro método utilizou o reagente de Dragendorf como revelador. O segundo
método utilizou Metil Orange que, na presenca de APs, apresenta a coloragédo rosa ou purpura
(BIRECKA, 1981), especifico para APs. Esta metodologia de extracéo foi aplicada também a
outras diferentes partes da planta para obtencdo dos APs.

A fracdo CI Il apresentou coloracdo rosa purpura confirmando a presenca de alcaloides.
Uma aliquota dessa fracdo foi filtrada em membrana de nylon (Millex® (0,45 um) e injetada
em HPLC (modo analitico). A andlise da corrida cromatografica em varios comprimentos de
onda revelou uma substancia na fracdo investigada. A Fracdo denominada F1 foi submetida
as analises de RMN de 1H e de 13C.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN de *H e **C) de F1 exibiram um
conjunto de sinais compativeis derivados de APs descritos na literatura. Trata-se de um
alcaloide com estrutura de base necina com saturacdo em Cl e C2 como o isolado de
Crotalaria goriensis descrito por Culvenor e Smith, (1961). Portanto interpretacdo destes
dados e comparagdo com os existentes na literatura possibilitaram sugerir que esta substancia

é o 7hidroxi-1-metil-enepirrolizidino (Figura 6).

OH
CH,
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N

Figura 6: Estrutura proposta para a substancia F1

3.2.7.2. ldentificagéo do estigmasterol

Tendo em vista que demais substancias ndo foram isoladas, realizou-se cromatografias
por particdes (Extracao Liquido-Liquido — ELL) com diclorometano (DCM) e metanol : agua
( 2:8 vIv) (3x) , obtendo-se duas fracdes com polaridades distintas: fracdo Diclorometano (Fr
DCM) e Aquosa (Fr Ag). Cada uma das fracOes obtidas da ELL foi seca em rotaevaporador

para a eliminacdo do solvente e depois liofilizadas.
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As fragdes obtidas da ELL foram submetidas a um novo fracionamento empregando
duas técnicas: a fragdo diclorometénica foi submetida & cromatografia de coluna aberta
usando silica gel como fase estacionéria e para a fragdo aquosa foi empregada a técnica de
Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC) utilizando coluna empacotada com silica
de fase reversa Cig.

As fracOes obtidas no processo acima foram analisadas por HPLC-PDA a fim de se
obter uma visdo preliminar das substancias presentes. Comparando-se 0s cromatogramas
obtidos das fracbes da MPLC, notou-se que as substancias que absorvem no UV, séo
majoritarias e pertencem a classe das flavonas. A cromatografia por MPLC néo resultou em
separacao de substancia pura fazendo-se necessario uma nova etapa de purificacéo utilizando
HPLC- PDA preparativo no intuito de isolar as substancias majoritarias.

A analise dos cromatogramas da fracdo diclometanica permitiu inferir que havia pureza
em uma das fracdes. Assim, a substancia isolada foi denominada F2.

O espectro de RMN de *H apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios de esteroide
(KAMBOJ, 2011). A comparacéo dos deslocamentos quimicos de RMN de RMN *'H da
substancia isolada (F2), com os registros na literatura (KAMBOJ, 2011) permitiu sua

identificacdo como sendo o estigmasterol (Figura 7).

HO

Figura 7: Estrutura quimica do estigmasterol

Toda a analise quimica desenvolvida até o momento, com as diversas partes de C.
pallida, foram e estdo sendo realizadas pela doutoranda Maria do Socorro F. Melo, do
Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara.
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3.3. Avaliacdo da Mutagenicidade (Teste de Ames)

3.3.1. Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de S typhimurium,
cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade de Berkeley, Califérnia, USA (MYERS et al.;
1991).

3.3.2. Genotipo das linhagens de S. typhimurium (MARON e AMES, 1983):

As linhagens de S. typhimurium utilizadas no ensaio contém mutagdes no “operon” da
histidina, o que as tornam incapazes de crescer na auséncia desse aminoacido, e também

outras mutagdes que conferem as células maior sensibilidade a xenobioticos mutagénicos:

e Mutacdo rfa: Todas as linhagens possuem esta mutacdo que causa perda parcial do
lipopolissacarideo da parede bacteriana favorecendo a difuséo de grandes moléculas

para o interior da célula.

e Delecdo uvr B: consiste na delecdo do gene que codifica o sistema de reparo do DNA
por excisdo de base, 0 que aumenta a sensibilidade para deteccdo de muitos
mutéagenos. A delecdo do gene uvrB se estende até o gene responsavel pela sintese de
biotina. Deste modo, as bactérias se tornam dependentes deste aminoacido para o
crescimento. A linhagem TA102 ndo contém a mutacdo uvrB ja que foi construida
inicialmente com o proposito de detectar mutagenos que requerem um sistema de

reparo por exciséo intacto.

e Introducdo do plasmideo pKM101: o plasmidio pKM101 contém o gene mucAB,
aumentando assim o sistema de reparo do tipo erro prone (passivel de erro),
ocasionando um aumento tanto na mutagénese espontédnea quanto na induzida. O
plasmideo contém gene de resisténcia a ampicilina, o que torna a resisténcia ao

antibiotico como um marcador para detectar a presenca do plasmidio.
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Plasmideo pAQ1 na linhagem TA102: esse plasmidio carrega mutacdo hisG428,
amplificando o numero de sitios especificos para a mutagénese. Esse plasmideo
apresenta como marcador a resisténcia a tetraciclina.

3.3.3. Especificidade da sequéncia de DNA das linhagens

As diferentes linhagens apresentam mutacdes em diversas etapas da sintese do

aminoacido histidina, tornando-as incapazes de crescer na auséncia do mesmo:

Linhagem TA100: Possui mutacdo hisG46, presente na primeira enzima envolvida na
biossintese de histidina, resultando na substituicdo de uma leucina (GAG/CTC) por
uma prolina (GGG/CCC), sendo desta forma, marcador para mutagenos que causam
substituicdo de pares de base. Na presenca de um agente mutagénico que ocasiona
substituicdo de par de base, principalmente no par GC , esta mutacdo é revertida, a
linhagem retorna ao tipo selvagem, e, portanto, capaz de sintetizar o aminoéacido,

crescer e formar colonias.

Linhagem TA98: Contém a mutacdo D3052 no gene que codifica para a enzima
histidinol desidrogenase. Esta mutacdo € do tipo frameshift (-1C) que afeta a leitura
correta de uma sequéncia proxima (CGCGCGCG). Esta mutacdo pode ser revertida
por agentes que causam frameshift como o 2-nitrofluoreno e derivados aromaticos de

aminas carcinogeénicas.

Linhagem TA97a: Mutacdo hisD6610 que detecta substancias capazes de causar erro

no quadro de leitura (+1C), tendo uma citosina adicional no sitio de mutag&o.

Linhagem TA102: Mutagdo AT no sitio hisG428, que esta inserido no plasmideo
multicopia pAQ1L. A hisG428 é uma mutacdo ochre TAA, a qual pode ser revertida
pelas 6 possiveis modificagdes de pares de base levando a transicdes e transversoes.

Esta mutacdo confere sensibilidade a agentes oxidativos.
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3.3.4. Manutencéo e estoque das cepas de S. typhimurium

As cepas de S typhimurium foram estocadas em criotubos a -70°C (0,9 mL de cultura

para 0,1 mL de DMSO), afim de se manter inalteradas as caracteristicas genéticas das cepas.
3.3.5. Preparo dos inoculo de S. typhimurium para realizacao do teste

Uma pequena quantidade da cultura estoque da bactéria foi inoculada em 30 mL de
caldo nutriente (Oxoide n°2) e incubada a 37° C por 14 horas, em shaker com agitacéo (160

rpm), a fim de se obter uma densidade de 1- 2 x 10° bactérias por mL.
3.3.6. Meios de cultura e Solugdes

O crescimento das linhagens de S. typhimurium foi realizado em caldo nutriente Oxoid
n°2.

O meio solido utilizado para realizacdo dos ensaios com as linhagens TA98, TA100 e
TA102 foi 4gar minimo glicosado (AMG), o qual é composto de agar glicose (20,0 g de
glicose, 15,0 g de bacto dgar e 930,0 mL de dgua destilada) e Meio Vogel Bonner “E”
concentrado 50x (10g de sulfato de magnésio heptahidratado, 100 g de 4cido citrico, 175g de
fosfato de sddio e aménio, 500g de fosfato de potassio dibasico e 670 mL de agua destilada)
na proporcao de 980 mL para 20 mL respectivamente. Ja para a linhagem TA97a, também
foi utilizado o meio sélido AMG como ja especificado, porém, preparando-o com 8% de
glicose, e ndo mais com 40%, visto que essa linhagem possui uma sensibilidade a esse acucar.

A preparagdo do agar de superficie (“top- agar”) foi realizada utilizando-se 0,5 g de
cloreto de sodio, 0,6 de Bacto- agar e 100mL de &gua destilada. A esta solucdo, acrescentou-
se 10 mL de uma solugédo de L- histidina 0,096 mg/mL (Sigma) e D-biotina 0,123 mg/mL
(Sigma). Ambas as solucGes foram preparadas e autoclavadas separadamente.

Todos os meios de cultura e solugbes necessarias para a realizacdo do ensaio de
mutacéo reversa foram preparados de acordo com as especificagfes de Maron e Ames (1983),

sendo os meios e solugdes esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.
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3.3.7. Controles

O controle negativo foi feito com DMSO, o qual foi utilizado como solvente das
amostras. Como controles positivos foram utilizados compostos sabidamente mutagénicos.
Nos ensaios sem ativacdo metabolica (-S9) foram utilizados os controles 4-nitro-o-
fenilenodiamina (NPD) para as linhagens TA98 e TA97a, azida sodica para a linhagem
TA100 e mitomicina C para a linhagem TA102 e para 0s ensaios com ativagdo metabdlica
(+S9) foram usados o 2- aminoantraceno (TA98, TA100 e TA97a) e o 2-aminofluoreno
(TAL102).

3.3.8. Ensaio com ativacdo metabdlica (Fracao S9)

Para os ensaios com metabolizacdo enzimatica, preparou-se a mistura S9 (fracdo
MOLTOX-Molecular Toxicology, Inc. USA) obtida a partir de figado de roedores tratados
com agentes indutores de enzimas, como aroclor 1254.

As solugdes utilizadas para o preparo da mistura S9 sdo constituidas de cloreto de
magnesio 0,4 M, cloreto de potéssio 0,4 M, glicose-6-fosfato 1M, B-nicotinamida adenina
dinucleotideofosfato 0,1M, tampao fosfato 0,2M- pH 7,4 e dgua destilada. Todas as solucdes
envolvidas no preparo da mistura S9 foram mantidas em banho de gelo durante todo o ensaio,

por um periodo maximo de 3 horas.
3.3.9. Realizagao dos ensaios de mutagenicidade

A metodologia utilizada foi a de pré-incubacdo, desenvolvida por Maron e Ames
(1983). As concentragbes foram selecionadas com base em testes preliminares de anélise de
toxicidade. A toxicidade das amostras foi evidenciada pela reducdo no nimero de revertentes
His" ou com crescimento de fundo (bacground) nas placas de 4gar minimo.

Em tubos de ensaio, adicionou-se 0,5 mL de tampéo fosfato pH 7,4 ou 0,5 mL de S9
mix (4%) no caso de ensaios com ativacdo metabdlica. Em seguida, cinco diferentes
concentracOes adequadas da amostra teste e por fim, 0,1mL de cultura de bactérias (1-2 x10°

bactérias/mL) foram acrescentadas.
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Os tubos de ensaios foram incubados a 37°C durante 20 minutos. Em seguida, foram
adicionados 2 mL de agar de superficie (“top-agar”) acrescido de uma solucdo de
histidina/biotina 0,05 mM na proporc¢do de 10/100 mL. Os tubos foram submetidos a agitacao
em vortex, flambados e vertidos em placas de Petri que ja continham o meio minimo
glicosado. Essas placas foram incubadas por 48 horas a 37°C. Apds a incubacdo, realizou-se a

contagem das coldnias revertentes. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.3.10. 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 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 regressao
linear. A partir dos resultados obtidos, foi calculada a razdo de mutagenicidade (RM) para
cada dose analisada, que € a média do nimero de revertentes na placa teste (espontaneos mais

induzidos) dividida pela média do nimero de revertentes por placa do controle negativo.

RM= numero de revertentes na placa teste (induzidos mais espontaneos)

numero de revertentes na placa controle negativo (espontaneos)

A amostra € considerada positiva para o teste de Ames quando a razdo de
mutagenicidade (RM) for maior ou igual a 2 em pelo menos uma das doses testadas e quando
houver uma relacdo dose resposta entre as concentracoes testadas e 0 nimero de revertentes
induzidos. Por sua vez, a amostra é considerada negativa para o teste de Ames, quando a
mesma ndo induz aumento significativo no nimero de revertentes e seus RM forem todos
menores que 2 (McGEORGE et al.; 1985; MORTELMAN e ZEIGER, 2000).
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3.4. Ensaio para verificacdo da ativacdo de COX-2

Para a investigacdo da associacdo entre processo inflamatorio (ativacdo de COX-2) e
atividade mutagénica, foram utilizados o extrato de semente de C. pallida bem como a fracdo
alcaloidica proveniente da mesma parte da planta, visto que estas foram as amostras em que a
atividade mutagénica esteve mais evidente, quando avaliadas pelo teste de Ames.

Os ensaios de citotoxicidade, quantificacdo de nitrito e de prostaglandina foram
realizados no Laboratério de Imunologia do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, sob a coordenacdo da Prof® Dr® Alexandra

Ivo de Medeiros.

3.4.1. Manutencéo de linhagens celulares

A linhagem celular utilizada para o ensaio in vitro de quantificacdo de PGE2 foi a
RAW 264.7 previamente obtidas da Colecdo Americana de Cultura de Células (ATCC,
American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA). Os macro6fagos da linhagem RAW
264.7 sdo macrofagos murinos transformados pela injecdo intraperitoneal do virus de
leucemia Abelson, obtidos da ascite de ratos BALB/c (RASCHKE, 1978; ABELSON, 1970).

As células foram armazenadas em nitrogénio liquido em solucdo de congelamento
composto de meio DMEMi (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium incompleto) e 5% de
DMSO . Para os ensaios de citotoxicidade e quantificacdo de NO e PGE2, as celulas foram
descongeladas e expandidas em frascos de cultura celular em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) contendo 10% SBF (soro bovino fetal) e gentamicina (1:1000) a
temperatura de 37°C, em estufa incubadora umidificada contendo 5% de CO,, conforme

orientagdes do ATCC.

3.4.2 Meios e solugdes utilizadas

O meio utilizado para o cultivo de macréfagos da linhagem RAW 264.7 foi o meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Cultilab, Campinas, Brasil). A solucdo salina
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tamponada (PBS) foi preparada na forma de estoque 5 vezes concentrada. Os seguintes
componentes foram dissolvidos em agua ultrapura: NaCl 680 mmol.L-1, KCI 13,4 mmol.L-1,
Na;HPO, 40,5 mmol.L-1. O pH foi ajustado para 7,4 e o volume completado para 1 litro em
baldo volumétrico. A solucéo foi entdo autoclavada a 120 °C, 1 atm, por 40 minutos. A

solucdo foi armazenada em frasco estéril e mantida sob temperatura ambiente.

3.4.3. Coleta e contagem das células

Depois de formada a monocamada celular, as células foram descoladas assepticamente
utilizando “cell scraper” (TPP), seguindo-se de centrifugacdo e ressuspensdo do “pool”
celular em 1 mL de meio de cultura. A contagem das células foi feita em hemocitémetro de

Neubauer, utilizando microscépio 6ptico.

3.4.4. Atividade Citotoxica

As amostras (extrato de semente e fracdo alcaloidica de semente de C. pallida) foram
solubilizadas em DMSO e entdo diluidas em meio de cultura (DMEMi). A metodologia
empregada foi a colorimétrica por MTT (brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazdlio) de acordo com a metodologia descrita por Reilly et al. (1998). Segundo o
principio do método, as células viaveis e metabolicamente ativas reduzem o sal tetrazélio por
acdo de desidrogenases, formando cristais de formazan solGveis em DMSO, possuindo cor
roxa caracteristica.

O potencial toxico foi avaliado apds o contato entre as amostras e a linhagem celular,
por 24h a 37°C e tensdo constante de CO2 a 5%. O ensaio foi realizado em uma placa de 96
orificios, onde foram acrescentados 100 pL de cultura de macréfagos contendo 5x10°
células/mL e 200 pL do extrato e fracdo de C. pallida nas concentracdes de 3,12; 6,25; 12,5;
25,0; 50,0 e 100,0 pg/mL. Também foram adicionados os controles de meio (200 pL) e o
controle positivo de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) a 1 pg/mL (180 puL meio ¢
20 uL de LPS) em orificios pré- determinados. Foram feitos 3 experimentos independentes,

realizados em quadruplicata.
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Apos a incubacdo, o sobrenadante (200 L) foi coletado e divido em duas placas de 96
orificios para a posterior realizacdo dos experimentos de quantificacdo de 6xido nitrico (100
pL) e quantificacdo de PGE2 (100 uL), as quais foram armazenadas a -70°C até o momento
de quantificacdo dos mediadores de interesse.

O ensaio de viabilidade com MTT foi realizado na prépria placa apds a coleta do
sobrenadante, na auséncia de luz, adicionando-se 160 pL de meio DMEM sem vermelho de
fenol e 10 pL de MTT em cada poco, prosseguindo com uma incubacao de 3h em estufa. Em
seguida, adicionou-se 50 pL de dodecilsulfato de sddio (SDS) e a placa foi entdo, incubada
por mais 24h, sendo a leitura da absorbancia (595nm) realizada ap6s essa incubacéo.

As diluicdes que apresentaram atividade citotoxica superior a 5% ndo foram testadas

nos subsequentes bioensaios.
3.4.5. Quantificacdo de Oxido nitrico (NO)

Este ensaio foi realizado em placa de 96 orificios contendo 100 pL de sobrenadante de
cultura, obtida anteriormente. O sobrenadante de cultura de macréfagos foi obtido apo6s
contato entre as amostras e a linhagem celular (5x10* células/mL), por 24h a 37°C e tensdo
constante de CO2 a 5%.

A producéo de 6xido nitrico foi medida pela dosagem de seus produtos de degradacéo,
nitrito e nitrato, mais estaveis, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o nitrito
primeiramente reage com a sulfanilamida em meio acido para formar um composto
intermediario, o sal de diazbnio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-etilenodiamina
(NEED) formando um composto azo estdvel de coloracdo purpura podendo assim ser
quantificado espectrofotometricamente a 550 nm (GREEN et al., 1982).

Para a dosagem, 100 puL do reagente de Griess (solucdo estoque de NEED a 0,1%
(Sigma, St. Louis, MO) e sulfanilamida a 1% em H3PO,4 5%) foram adicionados aos 100 uL
de sobrenadante de cultura.

Apos 5 minutos de incubagéo a temperatura ambiente, a densidade 6tica da solucao foi
medida em leitor de microplacas em filtro de 540 nm (Metertech Inc., modelo 960). A

quantificacdo de nitrito no sobrenadante de cultura foi correlacionada aos valores de
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absorbancia obtidos na curva padrdo, preparada previamente com concentragfes pumolares
conhecidas de nitrito de sodio (3 a 200 uM) (LANE et al., 1993).

3.4.6. Quantificacdo dos niveis de PGE2

A prostagladina E2 foi quantificada em sobrenadante de cultura (100 pL) utilizando o
Kit Prostagladin E2 Express- EIA kit- monoclonal conforme instrucdes do fabricante
(Cayman Chemical Company). O sobrenadante de cultura de macrofagos foi obtido apds
contato entre as amostras e a linhagem celular (5x10* células/mL), por 24h a 37°C e tenséo
constante de CO2 a 5%.

Devido ao rapido metabolismo da prostaglandina, a biossintese de PGE2 € analisada
pela medida e determinagdo de seus metabolitos. O ensaio converte os metabolitos
majoritarios de PGE2 em um derivado estavel (13,14- diidro-15-ceto prostaglandina A2).

O ensaio € baseado na competicdo entre PGE2 presente na amostra e PGE2 conjudada
a acetilcolinesterase (PGE2-AchE) por uma quantidade limitada de anticorpo de PGE2
monoclonal, presente no kit. Como a concentracdo da PGE2-AchE é mantida constante,
enquanto a concentracdo de PGE2 da amostra varia, a quantidade de PGE2-AchE que sera
capaz de se ligar ao anticorpo monoclonal de PGE2 sera inversamente proporcional a
concentracdo de PGE2 presente na amostra.

O kit possui uma placa de Elisa que j& contém nos pocos anticorpo policlonal anti 1gG
de rato, no qual o anticorpo monoclonal de PGE2 se liga. Assim, a PGE2 da amostra e a
PGE2-AchE competem pela ligacdo com o anticorpo especifico.

A placa foi lavada para remover os reagentes nédo ligados e entdo 200 pL do reagente
Ellman’s foi adicionado em todos os pocos. Este reagente contém a acetilcolina, a qual é
substrato para acetilcolinesterase (AchE). O produto desta reacdo enzimatica tem coloracao
amarela e absorve em comprimento de onda de 412 nm. A intensidade da cor, determinada
espectrofotometricamente, é proporcional a quantidade de PGE2-AchE ligada ao anticorpo, a
qual € inversamente proporcional a quantidade de PGE2 da amostra, presente nos pocos.

A densidade 6tica das solucdes foi avaliada em leitor de microplacas com filtro entre

405 e 420nm e a concentracdo de prostaglandina foi calculada a partir da curva padrao.



56

3.5. Avaliagdo do potencial estrogénico utilizando leveduras recombinantes:
Teste RYA (Recombinat Yeast Assay)

3.5.1. Linhagem e plasmideos utilizados

A linhagem utilizada para esse experimento foi BY4741 (MATa ura340 leu240
his341 met1540), obtida da EUROSCARF, Frankfurt, Alemanha. Os plasmideos
utilizados foram pH5HEO, contendo o receptor de estrégeno humano (HEO), clonado no
vetor de expressdo constitutivo em levedura pAAHS5 e pVITB2x, derivado do pSFLA-
178k, contendo o promotor CYC1 que regula o gene da p-galactosidase em E. coli. O
plasmideo pVITB2x contém o elemento responsivo a estrégeno do gene vitelogenina B1
de X. laevis (GREEN e CHAMBON, 1989).

3.5.2. SolucBes e meios utilizados

As solucbes e os meios de cultura utilizados para a realizacdo do ensaio RYA

encontram-se no anexo 1.

3.5.3. Controles

Como controle negativo foi utilizado o solvente da amostra (DMSO a 10%) e como
controle positivo foi utilizado 17-B-estradiol (Sigma Aldrich - Brasil) a uma concentracao
final de 10 nM.

3.5.4. Realizacéo dos ensaios

O teste de RYA foi realizado 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 (base

nitrogenada sem aminoacidos 6,7 g/L, glicose 20 g/L) com auséncia de uracila e leucina (-
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Ura-Leu) suplementado dos aminoéacidos prototroficos necessarios (0,1 g/L de histidina e
metionina). A seguir, as leveduras cresceram em meio rico YPD (extrato de levedura 5 g/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 densidade
optica (D.Ogoonm) igual a 0,1 (NOGUEROL et al., 2006)

Para o ensaio de RYA, utilizou-se uma placa de microtitulacdo de polipropileno de 96
pocos, previamante siliconada. Adicionou-se a primeira linha, 90 puL da cultura final contendo
D.O de 0,1 e 50 puL nos demais pogos. Em seguida, 10 puL dos extratos de M. hirtum (folhas;
caule) e extratos de C. pallida (flores; folhas, semente; pericarpo) foram adicionados a
primeira linha da microplaca, em triplicata. Como os extratos de C. pallida mostraram-se
estrogénicos decidiu-se prosseguir a analise com o ensaio RYA com as fragBes enriquecidas
provenientes dessa planta.

A concentracdo inicial de cada extrato foi de 0,0125 g/mL para o extrato de folhas de
M. hirtum, 0,0168 g/mL para o extrato de caule de M. hirtum, 0,0092 g/mL para o extrato de
flores de C. pallida, 0,0123 g/mL para folhas, 0,0200 g/mL para o extrato de semente e de
0,0142 g/mL para o extrato de pericarpo de C. pallida. As concentracGes iniciais utilizadas
para as fracdes enriquecidadas provenientes de flores de C. pallida foram de 0,0115 g/mL
para a fracdo diclorometanica, 0,0106 g/mL para a cloroférmica e de 0,103 g/mL para a
butandlica. Ja para as fracdes eriquecidadas de folhas de C. pallida as concentracBes foram
de 0,0341 g/mL para a fracdo diclorometénica, 0,0344 g/mL para a cloroférmica e de 0,0083
g/mL para a butandlica. Em relacdo as concentracbes utilizadas para as fracdes
diclorometénica, cloroférmica, butandlica e alcaloidica de semente, estas foram de 0,0175
g/mL; 0,0053 g/mL; 0,0858 g/mL e 0,00025 g/mL, respectivamente. Para as fracdes de
pericarpo de C. pallida, as concentracdes iniciais foram de 0,0325 g/mL para a fragédo
diclorometénica, 0,0221 g/mL para a cloroférmica e de 0,0465 g/mL para a butandlica. A
concentracéo inicial empregada para o estigmasterol foi de 0,003 x 10 g/mL

Posteriormente, 0s extratos e fracbes foram submetidos a uma diluicdo seriada,
transferindo-se 25 pL do contetido presente nos pogos da primeira linha para o seguinte e
assim sucessivamente, sendo que na ultima diluicdo, 25 pL foram descartados. Obteve-Se,
entdo, 5 concentragdes diferentes para cada amostra. As concentragdes testadas para o extrato

de folhas M. hirtum variaram de 0,8 a 62,5 ug/poco e de 1,0 a 83,2 pg/pogo para o extrato de
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caule de M. hirtum. J& para os extratos de flores, folhas, semente e de pericarpo C. pallida, as
concentragOes variaram de 0,05 a 4,6; 0,8 a 61,6; 1,2 a 100 ¢ 0,8 a 71,0 pg/pogo,
respectivamente. J& para as frac6es diclorometénica, cloroférmica e butandlica de flores de C.
pallida, as concentra¢des obtidas através da diluigdo seriada, variaram de 0,7 a 57,5 ug/poc¢o,
0,7 a 53,0 pug/poco e de 6,4 a 515,5 pg/pogo, respectivamente. A fracdo diclorometénica de
folhas de C. pallida foram testadas nas concentragdes que variaram de 2,1 a 170,5 pg/pogo. Ja
as fracdes cloroférmica e butandlica de folhas variaram de 2,1 a 172,0 pg/pogo e de 0,6 a 41,5
pg/pogo, respectivamente. Para a fracdo diclorometianica de semente, as concentragdes
testadas variaram de 1,1 a 87,3 g/mL. As concentracdes testadas para a fracdo cloroférmica
da mesma parte da planta variaram de 0,3 a 26,5 g/mL. Ja para as fracdes butanodlicas e
alcaloidica, as concentragbes variaram de 53 a 4288 g/mL e 0,02 a 1,3 g/mL,
respectivamente. Em relacdo as fracGes diclorometanica, cloroférmica e butandlica de
pericarpo de C. pallida as concentracGes variaram de 0,5 a 39 ug/pogo, 2,1 a 165,0 pg/pogo e
1,3 a 110 pg/pogo, respectivamente. As concentracoes testadas para o estigmasterol variaram
de 0,002 x 10°a 0,15 x 10°® g/mL.

Ao final, todos os pogos deveriam conter um volume de 50 pL. Como o primeiro
poco continha um volume inicial de 100 uL (90uL da cultura e 10 uL de extrato), ao ser
transferido 25uL para o pogo seguinte, ainda permanciam 75 pL neste poco. Entdo, mais 25
pL desta mistura foram transferidos para uma outra microplaca, a qual foi destinada ao
ensaio de viabilidade da levedura.

Outras duas linhas da microplaca do teste de RYA foram destinadas aos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de 17-B-estradiol).

Em seguida, as microplacas foram incubadas por 6 horas a 30°C sob agitacdo. Apos a
incubacdo, 50 uL de tampdo de lise Yeast Protein Extraction (Y-PER, Pierce, Rockford,
USA) foram adicionados a cada orificio e incubou-se a microplaca novamente na mesma
temperatura por mais 30 minutos. A seguir, adicionou-se 50 pL de tampé&o suplementado com
0,1% de mercaptoetanol e 0,5% da solucdo de 4-metilumbeliferona f-D-galactopiranosideo
(MuGal).

Apo6s breve centrifugacdo a 1.000 rpm, as microplacas foram lidas em
espectrofotdbmetro (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 S-galactosidase
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foram avaliados pelo aumento das unidades de fluorescéncia em relagdo ao tempo, usando o
método de regressao linear padrdo. Este ensaio quantifica a atividade estrogénica, a qual é
calculada como equivalentes de estradiol (EEQ). Uma curva dose-resposta relacionando a
atividade da enzima f-galactosidase com a concentracdo de estradiol é usada para atribuir um

valor estradiol-equivalente (EEQ).

3.5.5. Ensaio de viabilidade da levedura S. cerevisae

A avalicdo da viabilidade foi realizada utilizando a segunda maior concentracdo de
cada amostra. Para o extrato de folhas de M. hirtum, a concentracdo testada foi de 20,8
pg/poco e para o extrato de caule, 27,7 ug/poco. Ja para C. pallida, foram testados os extratos
de flores, folhas, semente e pericarpo, nas respectivas concentracbes 1,5; 6,8; 33,4; 23,6
ug/poco. O ensaio de viabilidade da levedura para as fragdes provenientes de flores de C.
pallida foi realizado com as concentragcdes de 19,2 pg/pogo para a diclorometéanica, 17,7
pg/pogo para a cloroférmica e de 171,8 pg/pogo para a butandlica. Para a  fracdo
diclorometéanica de folhas de C. pallida a concentragdo testada foi de 56,8 ug/pogo, 58,0
ug/poco para a fracdo cloroférmica e 13,8 pg/pogo para a butandlica. As concentracOes
testadas, neste ensaio, para as fracfes diclorometanica, cloroférmica, butandlica e alcaloidica
provevientes de semente de C. pallida foram de 29,1 pg/pogo, 8,8 pg/pogo, 142,9 ug/pogo,
0,43 pug/pogo, respectivamente. J& para as fracbes de pericarpo de C. pallida
(diclorometanica, cloroférmica e butandlica) as concentracfes testadas foram 55,0; 36,0 e
77,4 ug/poco, respectivamente. A concentragdo do estigmasterol testada nesse ensaio foi de
0,05 x 10° ug/poco.

A mistura (50uL de levedura + amostra) foi entdo diluida em 10 mL de solucéo
salina 0,9% e apds homogenizagdo, 100 puL foram plaqueados em agar YPD. Apods 48h de
incubacdo, procedeu-se a contagem do numero de colbnias e em seguida, realizou-se o
calculo de unidades formadoras de col6nias (UFC), considerando como 100% o crescimento

obtido nas placas contendo apenas a suspensdo de levedura.
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3.5.6. Andlise dos resultados

A andlise estatistica da atividade estrogénica das amostras, avaliadas pelo teste RYA,
foi realizada através do Microsoft Excel.

A fluorescéncia foi gravada por 20 minutos (uma medicao por minuto) e os valores da
atividade da S-galactosidase foram calculados pelo aumento das unidades de fluorescéncia em
relacdo ao tempo, através da metodologia de regressdo linear, de acordo com a seguinte
equacdo (CESPEDES et al., 2005):

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

onde to e tf representam os 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 pogo (NOGUEROL et al., 2006).

Os resultados foram dados em equivalente em estradiol (EEQ), que € definido como a
concentracdo de estradiol que induz a mesma resposta que a amostra no ensaio RYA. Para
traduzir os resultados em EEQ, a partir das diluigdes seriadas, assumimos que as curvas dose-

resposta hormonais seguem uma funcao sigmoidal:

R-Ro= 1
Rmax -Ro 1+ Kd
[L]

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

A partir dos dados disponiveis obteve-se os valores de EEQ geral (nM) + DP (média
de 3 experimentos independentes realizados em triplicata). Em seguida, com todas as leituras
disponiveis obteve-se um grafico de cinética mostrando o comportamento das amostras em

fungéo do tempo.
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Foram considerados resultados importantes para o teste RYA as amostras que
forneceram valores altos de EEQ (nM) e apresentaram resultados significativos de ativagao
da enzima p-glactosidade, quando comparados aos resultados obtidos pelo controle negativo,
em pelo menos uma das concentragdes testadas.

Além disso, foram calculados os valores de EC50 (concentracdo da amostra que

equivale a 50% da atividade do 17-B-estradiol) :

EC50= Concentracdo inicial (solucdo mae)
Fator de diluicdo (Kd)
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaio de mutagenicidade com extratos de M. hirtum

Os dados da avaliacdo da mutagenicidade do extrato metanolico de caule de M. hirtum
estdo dispostos na Tabela 1. Verificou-se que esse extrato ndo apresentou atividade
mutagénica em nenhuma das concentragdes testadas (1,0; 2,8; 5,5; 8,3 e 11,0 mg/placa), tanto
na presenca (+S9) quanto na auséncia de metabolizacédo (-S9).

Os resultados referentes ao ensaio de mutagenicidade para o extrato etanodlico de
folhas de M. hirtum encontram-se na Tabela 2. As concentragdes analisadas foram de 0,8;
2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg/placa para as linhagens TA97a, TA102 e TA100. J& para a linhagem
TA98, foram utilizadas as concentracdes de 1,6; 4,0; 8,0; 12,0 e 16,0 mg/placa. Nao foi
observada atividade mutagénica para o extrato etandlico de folhas de M. hirtum, em nenhuma
das linhagens e concentracdes testadas, tanto na auséncia (-S9) quanto na presenga de

metabolizacdo (+S9).

4.2. Ensaio de mutagenicidade com extratos de C. pallida

Na Tabela 3 foram dispostos os resultados referentes ao ensaio de mutagenicidade
realizado com o extrato etanolico de flores de C. pallida. Esse extrato foi avaliado nas
concentragdes 0,8; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg/placa para as linhagens TA97a, TA102 e TA100. Ja
para a linhagem TA98, as concentracgdes testadas foram 1,5; 3,8; 7,5; 11,3 e 15,0 mg/placa.
Verificou-se que tanto na auséncia (-S9) quanto na presenca de metabolizagdo (+S9), a
mutagenicidade foi considerada negativa para todas as linhagens testadas.

O extrato de folhas de C. pallida foi testado nas concentracgoes 0,7; 1,9; 3,7; 5,6 e 7,4
mg/placa para as linhagens TA97a e TA102 de S typhimurium. Para a linhagem TA98, as
concentrages utilizadas foram 1,8; 4,5; 9,0; 13,5 e 18,0 mg/placa. Ja para a linhagem TA100,
foram testadas as concentragdes de 0,9; 2,3; 4,5; 6,8 e 9,0 mg/placa.

De acordo com a Tabela 4, verificou-se que a atividade mutagénica foi considerada

negativa frente as linhagens TA97a, TA102 e TA100, em todas as concentracdes testadas,
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tanto na auséncia de metabolizagdo quanto na presenca. Em contrapartida, pode-se observar
que o extrato foi mutagénico para a linhagem TA98, nas concentracdes 9,0 e 13,5 mg/placa,
qguando na auséncia de metabolizacdo, onde se observa uma razdo de mutagenicidade (RM)
maior que 2, além de uma relacdo dose-resposta.

Na Tabela 5 estdo dispostos os resultados do ensaio de mutagenicidade do extrato
etanolico de semente de C. pallida. Para as linhagens TA97a e TA102 as concentragdes
analisadas foram 1,7; 4,3; 8,5; 12,8 e 17,0 mg/placa. Foi observada mutagenicidade positiva,
guando na presenca de metabolizacdo, em ambas as linhagens testadas, sendo as
concentracOes 8,5; 12,3 e 17,0 mg/placa consideradas mutagénicas para a linhagem TA97a e
12,3 mg/placa para a linhagem TA102.

A Tabela 5 mostra ainda, os resultados referentes as linhagens TA100 e TA98. Para a
TA98 a mutagenicidade foi considerada positiva tanto na auséncia quanto na presenca de
metabolizacdo. Ja para a linhagem TA100, a atividade mutagénica foi positiva apenas em
uma das concentragdes, 9,0 mg/placa, quando na auséncia de metabolizacéo.

Os resultados da atividade mutagénica do extrato etanolico de pericarpo de C. pallida
foram dispostos na Tabela 6. As concentragOes testadas para este extrato variaram de 1,0 a
8,0 mg/placa para as linhagens TA97a e TA102 e de 1,3 a 12,5 mg/placa para as linhagens
TA100 e TA 98. Nao foi observado resultados positivos de mutagenicidade para nenhuma das

linhagens, em nenhuma das concentragdes testadas.

4.3. Ensaio de mutagenicidade com fragOes obtidas do extrato de semente de C.
pallida

Como o extrato de semente apresentou maior atividade mutagénica para a linhagem
TA98, na presenca e auséncia da mistura S9, a atividade mutagénica das fragdes, obtidas a
partir deste extrato, foi testada na mesma condi¢do, ou seja, frente a linhagem TA98, na
presenca e auséncia de metabolizacao.

A Tabela 7 traz os resultados referentes ao teste de Ames realizado com a fragdo
alcaloidica proveniente do extrato de semente de C. pallida. Conforme observado, a amostra
foi considerada positiva em 3 das concentracdes testadas (12,5; 18,8 e 25,0 mg/placa), quando

na auséncia de metabolizagdo. O mesmo ndo ocorre na presenca de metabolizacéao, visto que
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ndo foi observada, em nenhuma das concentragcOes testadas, uma razdo de mutagenicidade
(RM) maior que 2.

Os resultados do teste de Ames para a fracdo diclorometénica, utilizando a linhagem
TA98, estdo dispostos na Tabela 8. As concentragdes testadas para fragdo variaram de 0,2 a
1,7 mg/placa, ndo sendo verificada nenhuma razdo de mutagenicidade (RM) maior que 2.

Para a realizacdo do teste de Ames com a fracdo cloroférmica foram utilizadas as
seguintes concentracdes: 0,05; 0,1; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/placa. Essa fracdo ndo foi mutagénica
para a linhagem TA98, em nenhuma das concentracfes testadas, na auséncia e presenca de
metabolizacdo (Tabela 8).

A Tabela 8 mostra os resultados do ensaio de mutagenicidade para a fracdo
butanolica, testada frente a linhagem TA98 na presenca e auséncia da fragdo S9. Conforme
disposto na Tabela, ndo foi verificada atividade mutagénica para nenhuma das concentragcfes
testadas (0,9; 2,1; 4,3; 6,4 e 8,6 mg/placa) tanto na presenga quanto na auséncia de

metabolizacdo enzimaética.

4.4. Ensaio de mutagenicidade com fragdes enriquecidas obtidas do extrato de
folhas de C. pallida

Como o extrato de folhas mostrou-se mutagénico para a linhagem TA98 na auséncia
de ativacdo metabdlica, testou-se a atividade mutagénica das fracbes provenientes deste
extrato, nas mesmas condicdes, ou seja, frente a linhagem TA98 sem a mistura S9.

As fragdes diclorometénica e cloroférmica de folhas de C. pallida teve o potencial
mutagénico avaliado pelo teste de Ames nas concentrac¢des 0,3; 0,9; 1,7; 2,6 e 3,4 mg/placa.
Como apresentado na Tabela 9, a fracdo diclorometanica ndo apresentou atividade
mutagénica em nenhuma das concentracfes analisadas, ao contrario do observado para a
fracdo cloroférmica que obteve resultados positivos no teste de Ames, sendo observada uma
razdo de mutagenicidade maior que 2 na concentracao de 2,6 mg/placa.

A fracdo butandlica de folhas de C. pallida foi testada quanto seu potencial
mutagénico para a linhagem TA 98, nas concentra¢fes 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg/placa. Nao

foi observada atividade mutagénica em nenhuma das concentracGes testadas (Tabela 9).
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4.5. Ensaio de mutagenicidade com estigmasterol, substéncia isolada da fragdo
diclorometanicade folhas de C. pallida

O estigmasterol teve sua atividade mutagénica avaliada pelo teste de Ames frente a
linhagem TA98, na presenca e auséncia de metabolizacdo enzimatica. O ensaio foi realizado
utilizando cinco diferentes concentragdes: 0,02; 0,04; 0,09; 0,18 e 0,50 mg/placa. Como

disposto na Tabela 10 ndo foi observada razdo de mutagenicidade maior que 2.
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Tabela 9: Avaliacdo da atividade mutagénica expressa pelo nimero médio de
revertentes/placa * desvio padrdo e razdo de mutagenicidade (RM) das fracGes
diclorometénica, cloroférmica e butandlica provenientes do extrato de folhas de C. pallida na

linhagem TA98 na auséncia de atividade metabdlica (-S9)

Linhagem TA98 -S9

Tratamento Fracéo Tratamento Fracéo Tratamento Fracéo
mg/placa Diclorometénica mg/placa Cloroférmica mg/placa Butanolica
DMSO 14+3 DMSO 14+3 DMSO 14+3
0,3 19+2(1,4) 0,3 24+£2 (1,7) 0,1 13+3(0,9)
0,9 15+2(1,1) 0,9 17+4(1,2) 0,2 13+0,6 (0,9)
1,7 15+2(1,1) 1,7 17+4(1,2) 0,4 17+2(1,2)
2,6 17+3(1,2) 2,6 28 £ 1** (2,0) 0,6 17+3(1,2)
3,4 19+4(1,4) 3,4 21+6(1,5) 0,8 20+1(1,4)
Controle+ 751+96° Controle+ 751 +96° Controle+ 751 +96°

DMSO: 100uL/placa (Controle negativo); Controle +: * 4- nitro-o- fenilenodiamina- 10ug/placa.
**P<0,01.

Tabela 10: Avaliacdo da atividade mutagénica expressa pelo ndmero médio de
revertentes/placa + desvio padrdo e razdo de mutagenicidade (RM) do estigmasterol,
substancia isolada, proveniente da fracdo diclorometéanica de folhas de C. pallida na linhagem

TA98 na auséncia (-S9) e presenca de metabolizacdo (+S9)

Estigmasterol

Tratamento TA 98

mg/placa -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(0,9)
0,09 15+1(0,9) 27 +2(1,1)
0,18 17 +0 (1,1) 22 +1(0,9)
0,5 19+1(1,2) 30£5(1,2)
Controle + 815 +21° 1531 + 36"

DMSO: 80 pL/placa (Controle negativo); Controle +: @ 4-nitro-o-fenilenodiamina - 10pg/placa; ° 2
Aminoantraceno- 1,25 pg/placa.
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4.6. Verificacdo da ativacdo de COX-2: Quantificacdo de NO e PGE2

Os ensaios para quantificacdo de NO e PGE2 foram realizados com as duas
amostras que se mostraram mais mutagénicas quando avaliadas pelo ensaio de Ames:

extrato de semente e fracédo alcaloidica de semente de C. pallida.

4.6.1. Atividade citotéxica

Né&o foram oservados sinais de citotoxicidade das amostras (extrato de semente e
fracdo alcaloidica de semente de C. pallida) para a linhagem celular, visto que nenhum

dos tratamentos apresentou citotoxicidade maior que 5%.

4.6.2. Ensaio para a quantificacdo de NO

A quantificacdo de NO foi realizada a fim de se obter informacdes preliminares

a respeito das amostras serem ou ndo capazes de estimular o sistema imunol6gico.

4.6.2.1. Quantificacdo de NO com extrato de semente de C. pallida

As diferentes concentragdes do extrato de semente foram testadas quanto a sua
capacidade em estimular a producdo de NO. Os resultados obtidos pela amostra foram
comparados aos resultados apresentados pelos controles negativo (meio) e positivo
(LPS). Como observado na Figura 8, nenhuma das concentragdes do extrato testadas foi

capaz de estimular significativamente a producdo de NO.
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Figura 8: Produgdo de NO em cultura de macréfagos RAW.264, na presenca de cinco

concentracOes do extrato de semente de C. pallida, de 3 experimentos independentes,

realizados em quadruplicata. (Controle negativo: Meio DMEM; Controle positivo:

lipopolissacarideo de E. coli- LPS- 1ug/mL). * p< 0,05 vs meio (controle negativo)
(ANOVA seguido de Bonferroni).

4.6.2.2. Quantificacdo de NO com fracao alcaloidica de semente de C. pallida

O resultado do ensaio para quantificacdo de NO para as diferentes concentracfes

testadas da fracdo alcaloidica foram dispostos na Figura 9. Nota-se que ndo houve

producéo significativa de NO em nenhuma das concentragdes testadas da fragao.
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Figura 9: Producdo de NO em cultura de macr6fagos RAW.264, na presenca de cinco
concentracfes da fracdo alcaloidica de semente de C. pallida, de 3 experimentos
independentes, realizados em quadruplicata. Controle negativo: Meio DMEM; Controle
positivo: lipopolissacarideo de E. coli- LPS- 1ug/mL). * p< 0,05 vs meio (controle
negativo) (ANOVA seguido de Bonferroni).

4.6.3. Ensaio para quantificacdo de PGE2

O ensaio para quantificacdo de PGE2 foi realizado para se obter uma medida
indireta da ativacdo de COX-2.

4.6.3.1. Quantificacdo de PGE2 com extrato de semente de C. pallida

As diferentes concentracdes do extrato de semente foram testadas quanto a sua
capacidade em estimular a producdo de PGE2. Os resultados da quantificacdo de PGE2
da amostra foram comparados aos resultados obtidos pelos controles negativo (meio) e
positivo (LPS). Como observado na Figura 10, nenhuma das concentracGes do extrato
testadas foi capaz de estimular significativamente a produgéo de PGE2.
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Figura 10: Producdo de PGE2 em cultura de macréfagos RAW.264, na presenca de
cinco concentracdes do extrato de semente de C. pallida, de 3 experimentos
independentes, realizados em quadruplicata. (Controle negativo: Meio DMEM;
Controle positivo: lipopolissacarideo de E. coli- LPS - 1ug/mL). * p< 0,05 vs meio
(controle negativo) (ANOVA seguido de Bonferroni).

4.6.3.2. Quantificacdo de PGE2 com fragdo alcaloidica de semente de C.
pallida

Os resultados da quantificacdo de PGE2 para a fracdo alcaloidica de semente
mostraram que nenhuma das concentragdes testadas da amostra foi capaz de estimular

significativamente a producdo de PGE2, como disposto na Figura 11.
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Figura 11: Producdo de PGE2 em cultura de macr6fagos RAW.264, na presenca de
cinco concentracdes da fracdo alcaloidica de semente de C. pallida, de 3 experimentos
independentes, realizados em quadruplicata. Controle negativo: Meio DMEM; Controle
positivo: lipopolissacarideo de E. coli- LPS - 1pg/mL). * p< 0,05 vs meio (controle
negativo) (ANOVA seguido de Bonferroni).
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4.7. Ensaio de estrogenicidade (RYA)

4.7.1. Viabilidade das leveduras S. cerevisae

O ensaio de viabilidade foi realizado a partir do célculo das unidades formadoras
de colénias (UFC). As UFCs obtidas nos diferentes tratamentos foram comparadas com
as UFCs do controle negativo (DMSO). Nenhuma das amostras testadas demonstrou
citotoxicidade para a levedura.

4.7.2. Equivantes em estradiol (EEQ) e valores de EC 50 dos extratos de M.
hirtum e C. pallida

Os resultados da avaliacdo da atividade estrogénica (EEQ geral) através do teste
RYA foram dispostos em tabelas. Foram avaliadas 20 amostras, sendo 2 delas
compostas de extratos de M. hirtum (folhas; caule), 4 de extratos de C. pallida (flores;
folhas; semente; pericarpo), 3 fragdes enriquecidas obtidas de flores de C. pallida, 3
fracbes enriquecidas provenientes do extrato de folhas de C. pallida, 4 fracdes de
semente e outras 3 fracOes provenientes do extrato de pericarpo da mesma planta.
Além disso, foi também avaliada a atividade estrogénica do estigmasterol, subtancia
isolada da fracdo diclorometénica de folhas de C. pallida.

A Tabela 11 mostra os resultados de EEQ geral (média + desvio padrdo de 3
experimentos independentes) e os valores de EC50 obtidos para os extratos de M.
hirtum e extratos de C. pallida.

Os extratos de M. hirtum apresentaram baixos valores de EEQ geral, sendo de
0,50 nM para o extrato de folhas e 0,08 nM para o extrato de caule, além de altos
valores de EC50, mostrando o baixo potencial estrogénico destas amostras.

Por outro lado, todos os extratos de C. pallida forneceram valores importantes
de equivalentes em estradiol e de EC50. O ensaio de RYA com o extrato de flores de C.
pallida forneceu como EEQ geral 6,0 nM. Isso significa que a amostra tem uma

atividade estrogénica equivalente a uma concentracéo de 6,0 nM de estradiol. O valor
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de EC50 para esta amostra foi de 0,5 g/mL. O extrato obtido das folhas apresentou
maior resultado de EEQ geral (14,3 nM), demonstrando ser o extrato com maior
atividade estrogénica, o que também pode ser afirmado pelo valor de EC50 que foi de
0,2 g/mL. Ja os extratos de semente e de pericarpo de C. pallida, apresentaram,
respectivamente, valores de EEQ geral de 10,7 nM e 8,31 nM. O valor de EC50 obtido
pela amostra de extrato de semente de C. pallida foi 0,8 g/mL enquanto para o extrato

de pericarpo este valor foi de 0,5 g/mL.

Tabela 11: Atividade estrogénica expressa através dos valores de equivalentes de
estradiol (EEQ) + desvio padrdo dos extratos e valores de EC50 de M. hirtum (folhas e
caule) e C. pallida (flores, folhas, semente e pericarpo), utilizando a linhagem

geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae.

.- EC50

Extratos EEQ (nM) médiatDP (g/mL)
M. hirtum— folhas 0,50 £ 0,03 52,7
M. hirtum— caule 0,08 £0,01 54,0
C. pallida — flores 6,0+2,6 0,5
C. pallida — folhas 143+4,1 0,2
C. pallida — semente 10,7+5,0 0,8

C. pallida — pericarpo 8,3+2,3 0,5
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4.7.3. Equivalentes em estradiol (EEQ) e valores de EC50 das fragOes

enriquecidas de C. pallida

Como os extratos provenientes de C. pallida demostraram potencial estrogénico
qguando analisados pelo ensaio RYA, decidiu-se continuar a analise de estrogenicidade
com as fracOes enriquecidas obtidas a partir das diferentes partes da planta, com a
finalidade de se identificar em qual fracdo a estrogenicidade permanecia evidente, e por
fim, econtrar a principal substanica responsavel por esta atividade.

A tabela 12 apresenta os resultados do ensaio de estrogenicidade em EEQ geral
(média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes) e valores de EC50 das
fragbes enriquecidas (diclorometénica, cloroférmica e butandlica) provenientes das
diversas partes das plantas.

As fracBes diclorometénica, cloroférmica e butanolica provenientes de flores de
C. pallida apresentaram como valores de EEQ geral: 19,9 nM, 0,3 nM e 2,42 nM,
respectivamente. Dentre estas amostras, a que mostrou maior potencial estrogénico foi a
fracdo diclorometénica, ja que obteve um valor de EC50 de 0,2 g/mL, enquanto a fracéo
cloroformica e butandlica forneceram valores de 11,1 g/mL e 11,8 g/mL
respectivamente. As fracdes diclorometanica e cloroférmica de folhas de C. pallida
demonstraram maiores valores de EEQ geral (89,0 nM e 21,0 nM, respectivamente), e
EC50 de 0,1 g/mL e 0,5 g/mL, respectivamente, como apresentado na tabela 10. Ja
para a fracdo butanolica da mesma parte da planta, obteve-se um valor de EEQ geral de
0,3nM e um EC50 de 5,6 g/mL.

Para as fracOGes diclorometénica e butandlica de semente de C. pallida, os
valores de EEQ geral foram de 1,9 nM e 2,2 nM, respectivamente, enquanto para a
fracdo cloroférmica ndo foi observado nenhum valor de EEQ geral. Os valores de
EC50 para estas fracbes foram de 2,7 g/mL para a diclorometanica e 10,9 g/mL para a
butanolica. Enquanto para a fracdo alcaloidica de semente foi observado além de um
alto valor de EEQ geral, em relacdo as amostras testadas (13,9 nM), um valor
importante de EC50 (0,004 g/mL). Ja para as fra¢fes diclorometanica e cloroférmica de

pericarpo, 0 ensaio RYA forneceu valores de EEQ geral de 9,3 nM e 15,6 nM,
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respectivamente. Dentre as amostras de pericarpo, a que apresentou menor EC50 foi a
cloroférmica (0,4 g/mL) enquanto a fracdo diclorometanica mostrou EC50 de 1,0 g/mL.

Tabela 12: Atividade estrogénica expressa através dos valores de equivalentes de
estradiol (EEQ) £ desvio padrdo e valores de EC50 das fragdes enriquecidas
provenientes de flores, folhas, semente e pericarpo de C. pallida utilizando a linhagem
geneticamente modificada BY4741 de S. cerevisae.

- EC50
Fracdes EEQ (nM) médiatDP (g/mL)
Diclorometanica 199147 0,2
Flores Cloroférmica 0,3 +0,05 11,1
Butandlica 24+0,2 11,8
Diclorometanica 89,0 £ 16,0 0,1
Folhas Cloroférmica 21,0+14 0,5
Butandlica 0,3+£0,1 5,6
Diclorometanica 1,9+0,03 2,7
Semente Cloroférmica 0,0 -
Butandlica 22+0,1 10,9
Alacaloidica 139+1,3 0,004
Diclorometanica 9,3+1,8 1,0
Pericarpo Cloroférmica 156+25 0,4
Butandlica 0,0 -

4.7.4. Equivalentes em estradiol (EEQ) do estigmasterol isolado da fracdo

diclorometanica de C. pallida

O estigmasterol, isolado da fracdo diclorometanica de folhas de C. pallida
também foi avaliado quanto ao seu potencial estrogénico, pelo teste de RYA. Esta
substancia apresentou resultados positivos de estrogenicidade, visto que obteve um
valor de equivalente em estradiol de 122,0 nM e além disso, um valor de EC50 igual a
10,5 x 107 g/mL.
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4.7.5. Andlise da atividade estrogénica por meio da avaliagdo da atividade
da R-galactosidade, expressa em unidades de fluorescéncia, dos extratos de M.
hirtum e C. pallida

Além dos valores de EEQ geral fornecido pelo ensaio de estrogenicidade, uma
outra maneira de analisar a atividade estrogénica das amostras € por meio da avaliacdo
da atividade da enzima g-galactosidase (expressa em unidades de fluorescéncias), a qual
sO é expressa quando hd na amostra, contituintes capazes de se ligar aos receptores
estrogénicos presentes na levedura modificada.

Na Figura 12, pode-se verificar a atividade estrogénica, expressa em unidades de
fluorescénica, do extrato de folhas de M. hirtum, sendo as medias de fluorescénicas
comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%). Nenhuma das concentracdes
testadas para este extrato foi capaz de gerar ativacdo significativa da enzima p-
galactosidase, quando comparadas com o controle negativo. O comportamento da
amostra durante os 20 minutos de leitura foi disposto na Figura 13, sendo possivel
verificar que ndo houve aumento significativo das unidades de fluorescéncias no
decorrer do tempo. O mesmo se repete com o extrato de caule de M. hirtum, em que as
diferentes concentracdes apresentaram resultados semelhantes ao desempenhado pelo
controle negativo (Figura 14). A cinética da reacdo esta disposta na Figura 15.

Em relacdo ao extrato de flores de C. pallida, principalmente na maior
concentracdo testada, 4,6 pg/poco, é possivel verificar uma maior atividade enzimatica
quando comparada ao controle negativo, como disposto na Figura 16. A cinética desta
reacdo pode ser vista na Figura 17, onde nota-se um aumento das unidades de
fluorescéncia durante o tempo.

A Figura 18 mostra a atividade estrogénica, expressa em unidades de
fluorescéncias, das diferentes concentraces testadas do extrato de folhas de C. pallida.
Nota-se que diferentes concentracfes testadas foram capazes de fornecer ativacéo
enzimatica significativa, principalmente a correspondente a 2,3 pug/pogo. Na Figura 19,

0 comportamento da amostra em fungdo do tempo é apresentado.
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O extrato de semente de C. pallida também foi capaz de gerar altas unidades de
fluorescéncias (figura 20), principalmente na maior concentracdo analisada para este
extrato, 100,0 pg/poco. A Figura 21 traz informacdes a respeito da cinética desta
reagao.

A amostra de extrato de pericarpo de C. pallida, assim como os demais extratos
provenientes desta planta, foi capaz de fornecer resultados significativos de
estrogenicidade. A concentracdo de 71,0 pg/poco foi a concentracdo capaz de gerar
maior ativacdo enzimatica, como observado na Figura 22. A cinética desse extrato é

demonstrada na Figura 23.
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Figura 12: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentragcfes testadas do extrato de folhas de M. hirtum, 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%).
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Figura 13: Cinética do extrato de folhas de M. hirtum, mostrando as unidades de
fluorescéncia em funcdo do tempo das cinco concentragcdes (pg/pogo) testadas dos
controles negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 14: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes

concentrac0es testadas do extrato de caule de M. hirtum, 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%).
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Figura 15: Cinética do extrato de caule de M. hirtum, mostrando as unidades de

fluorescéncia em funcdo do tempo das cinco concentracfes (pg/poco) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 16: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia,das diferentes

concentracOes testadas do extrato de flores de C. pallida, 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%).
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Figura 17: Cinética do extrato de flores de C. pallida, mostrando as unidades de

fluorescéncias em funcdo do tempo das cinco concentragdes (g/poco) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 18: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracdes testadas do extrato de folhas de C. pallida, 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%).
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Figura 19: Cinética do extrato de folhas de C. pallida, mostrando as unidades de
fluorescéncia em funcdo do tempo das cinco concentragdes (pg/poco) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 20: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das

diferentes concentracOes testadas do extrato de semente de C. pallida, 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-B-estradiol): 11569 + 1280
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Figura 21: Cinética do extrato de semente de C. pallida, mostrando as unidades de

fluorescéncia em funcdo do tempo das cinco concentragdes (pg/poco) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 22: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentragdes testadas do extrato de pericarpo de C. pallida, 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%).
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Figura 23: Cinética do extrato de pericarpo de C. pallida, mostrando as unidades de
fluorescéncia em funcdo do tempo das cinco concentragdes (pg/poco) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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4.7.6. Andlise da atividade estrogénica por meio da avaliacdo da atividade
da p-galactosidase, expressa em unidades de fluorescéncia, das fracdes

enriquecidas provenientes de C. pallida

A Figura 24 apresenta a atividade estrogénica, expressa em unidades de
fluorescéncia, da fracdo diclorometanica de flores de C. pallida, sendo as médias de
fluorescéncias comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%). Esta fracéo foi
capaz de gerar ativacdo da enzima f-galactosidase, principalmente na concentracdo de
6,4 pug/poco. O comportamento da amostra durante os 20 minutos de leitura foi disposto
na Figura 25, sendo possivel verificar que houve aumento significativo das unidades de
fluorescéncias no decorrer do tempo, tendo as fluorescéncias da amostra
comportamento similar ao obtido pelo controle positivo. A fracdo cloroférmica da
mesma parte da planta também se mostrou estrogénica, ja que foi capaz de gerar maior
ativacdo enzimaética, quando comparada ao controle negativo (Figura 26), sendo essa
ativacdo mais evidente na maior concentracdo testada (53,0 pg/poc¢o). A cinética da
reacdo estd disposta na Figura 27. Em relacdo a fracdo butandlica de flores de C.
pallida, ndo foram observados aumentos significativos das unidades de fluorescéncia
nas concentracOes analisadas, como apresentado na figura 28. A cinética da reacdo esta
apresentada na Figura 29, onde ndo se observa um aumento das unidades de
fluorescéncias com o tempo.

A fracdo diclorometanica de folhas de C. pallida apresentou uma atividade
estrogénica importante. Na Figura 30, nota-se que as concentracdes testadas foram
capazes de apresentar uma evidente ativagcdo enziméatica quando comparada ao controle
negativo, mesmo nas menores concentragdes testadas. A concentracdo de 18,9 pg/poco
foi a capaz de gerar maior ativacdo enzimatica. Na Figura 31, é possivel observar que o
comportamento das concentragfes em funcéo do tempo se assemelha ao desempenhado
pelo controle positivo. A Figura 32 mostra a atividade da f-galactosidase, expressa em
unidades de fluorescéncias, da fracdo cloroférmica da mesma parte da planta. A
concentracdo de 19,4 pg/poco forneceu os maiores valores de fluorescéncias, dentre as
analisadas. A cinética da reagdo é apresentada na Figura 33. J& a fracdo butandlica de

folhas de C. pallida, ndo apresentou significativa ativacdo enzimatica, em nenhuma das
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concentragOes testadas, quando comparadas com o controle negativo (Figura 34). Na
Figura 35, ndo se observa aumento das fluorescéncias durante a leitura de 20 minutos.

Para as fracOes enriquecidas provenientes de semente de C. pallida, tanto as
fragdes diclorometanica, quanto cloroférmica e butanolica, ndo foram capazes de gerar
aumentos nas unidades de fluorescéncias quando comparado ao controle negativo,
como disposto nas Figuras de 36 a 41. Ja a fracdo alcaloidica foi capaz de gerar uma
significativa ativacdo da enzima f-galactosidase, expressa em unidades de
fluorescéncia, sendo a maior atividade observada na concentracdo de 0,4 pg/poco. O
comportamento da amostra durante a leitura cinética € apresentado na Figura 43.

As fragOes enriquecidas obtidas de pericarpo de C. pallida também tiveram sua
atividade estrogénica determinada, usando como pardmetro a ativacdo de p-
galactosidase. A Figura 44 traz informacdes a respeito das unidades de fluorescéncias
obtidas para as concentragdes testadas da fragdo diclorometanica de pericarpo. Nota-se
que apenas na ultima concentracdo (165,0 pg/pogo) é observada uma maior atividade
enzimatica, podendo a cinética desta reacdo ser visualizada na Figura 45. A Figura 46
traz informacfes a respeito da atividade estrogénica da fracdo cloroformica de
pericarpo, sendo na Gltima concentracdo (36,0 ug/pogo) observado as maiores unidades
de fluorescéncias. Em relacdo a fracdo butandlica desta parte da planta, as unidades de
fluorescéncias obtidas pelas diferentes concentracdes testadas da amostra foram
semelhantes as obtidas pelo controle negativo (Figura 48). O comportamento da
amostra em funcdo do tempo encontra-se disposto na Figura 49.
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Figura 24: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracdes testadas da fracdo diclorometanica de flores de C. pallida,
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-B-estradiol): 8410 + 375
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Figura 25: Cinética fracdo diclorometanica de flores de C. pallida, mostrando as
unidades de fluorescéncia em funcgédo do tempo das cinco concentragdes (g/pocgo) e dos
controles negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 26: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das

diferentes concentraces testadas da fracdo cloroférmica de flores de C. pallida,

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-B-estradiol): 6162 + 578
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Figura 27: Cinética fracdo cloroférmica de flores de C. pallida, mostrando as unidades

de fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentrag¢des (1g/pogo) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 28: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentragdes testadas da fracdo butandlica de flores de C. pallida, 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%).
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Figura 29: Cinética fracdo butandlica de flores de C. pallida, mostrando as unidades de
fluorescéncia em funcdo do tempo das cinco concentragdes (pg/poco) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 30: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das

diferentes concentracdes testadas da fracdo diclorometanica de folhas de C. pallida,

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%).
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Figura 31: Cinética fracdo diclorometanica de folhas de C. pallida, mostrando as

unidades de fluorescéncia em funcgédo do tempo das cinco concentragdes (1g/poco) e dos

controles negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 32: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracdes testadas da fracdo cloroférmicade folhas de C. pallida,
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-B-estradiol): 11966 + 492
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Figura 33: Cinética fracdo cloroférmica de folhas de C. pallida, mostrando as unidades
de fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentracdes (1g/poco) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 34: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracGes testadas da fracdo butandlica de folhas de C. pallida,
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-B-estradiol): 12512 + 302
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Figura 35: Cinética fracdo butandlica de folhas de C. pallida, mostrando as unidades
de fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentracdes (1g/poco) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 36: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracdes testadas da fracdo diclorometéanica de semente de C. pallida,
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-B-estradiol): 9099 + 54
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Figura 37: Cinética fracdo diclorometanica de semente de C. pallida, mostrando as
unidades de fluorescéncia em funcgédo do tempo das cinco concentra¢des (1g/poco) e dos
controles negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 38: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracGes testadas da fracdo cloroférmica de semente de C. pallida,
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%).
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Figura 39: Cinética fracdo cloroférmica de semente de C. pallida, mostrando as
unidades de fluorescéncia em funcédo do tempo das cinco concentragdes (1g/poc¢o) e dos

controles negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 40: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracGes testadas da fracdo butandlica de semente de C. pallida,
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%).
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Figura 41: Cinética fracdo butandlica de semente de C. pallida, mostrando as unidades
de fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentragdes (1g/pogo) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 42: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracOes testadas da fracdo alcaloidica de semente de C. pallida,
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%).
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Figura 43: Cinética fracdo alcaloidica de semente de C. pallida, mostrando as unidades
de fluorescéncia em fungdo do tempo das cinco concentracdes (1g/pogo) e dos controles
negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 44: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracGes testadas da fracdo diclorometanica de pericarpo de C. pallida,
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%).
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Figura 45: Cinética fracdo diclorometénica de pericarpo de C. pallida, mostrando as
unidades de fluorescéncia em funcédo do tempo das cinco concentragdes (1g/poco) e dos

controles negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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Figura 46: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracdes testadas da fracdo cloroférmica de pericarpo de C. pallida,
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%).
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Figura 47: Cineética fracdo cloroférmica de pericarpo de C. pallida, mostrando as
unidades de fluorescéncia em funcédo do tempo das cinco concentragdes (1g/poc¢o) e dos
controles negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).



104

700 -~
© 566
g 600 - 512 497
@
? 500 -
o
S 400 -
-
S 300 -
"
(]
B 200 -
=
S 100 -

0 -
3,0 8,8 6,4 77,4 232,0 C-(DMSO)
Concentragio (ug/poco)

Figura 48: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das
diferentes concentracdes testadas da fracdo butandlica de pericarpo de C. pallida,
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%).
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Figura 49: Cinética fracdo butandlica de pericarpo de C. pallida, mostrando as
unidades de fluorescéncia em funcgédo do tempo das cinco concentra¢des (1g/poco) e dos
controles negativo (DMSO a 10%) e positivo (10 nM de estradiol).
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4.7.7. Andlise da atividade estrogénica por meio da avaliacdo da atividade
da p-galactosidase, expressa em unidades de fluorescéncia, do estigmasterol

isolado da fracéo diclorometanica de folhas de C. pallida

A Figura 50 apresenta a atividade estrogénica, expressa em unidades de
fluorescéncia, do estigmasterol isolado de folhas de C. pallida, sendo as médias de
fluorescéncias comparadas com as do controle negativo (DMSO a 10%). Esta amostra
foi capaz de gerar ativacdo da enzima f-galactosidase, em todas as concentracdes
testadas, sendo as unidades de fluorescéncias bem maiores que as encontradas no
controle negativo. O comportamento da amostra durante os 20 minutos de leitura foi

disposto na Figura 51.
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Figura 50: Atividade estrogénica, expressa em unidades de fluorescéncia, das

diferentes concentracdes testadas de estigmasterol proveniente de folhas de C. pallida,

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%).
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5. DISCUSSAO

5.1. Atividade mutagénica

Os vegetais fazem parte da vida humana desde os primérdios sendo utilizados na
alimentacdo, habitacdo, vestuario, meios de transporte e na reabilitacdo da salde
(SIMOES et al., 2004).

Ha séculos a humanidade busca na natureza, principalmente nos vegetais, a cura
para diversas moléstias. O emprego de plantas no tratamento de doencas comecgou de
maneira empirica, e desde os primoridios até os dias atuais as plantas sdo importantes
recursos terapéuticos (QURISHI et al., 2011).

Embora muitas plantas possuam indmeras propriedades farmacoldgicas descritas,
bem como uso popular relatado, é de grande importancia a realizacdo de ensaios que
possam assegurar a utilizacdo dos mesmos, ja que comumente encontram-se entre 0s
constituintes de extratos vegetais compostos com acéo citotoxica ou genotdxica que
podem ser associados ao desenvolvimento de tumores (AMES, 1983).

Espécies vegetais utilizadas popularmente tém sido avaliadas quanto ao potencial
mutagénico em varios paises e muitas delas tém promovido algum tipo de alteracdo no
DNA (ELGORASHI et al., 2003). Um desses exemplos é a espécie Ocotea duckei
Vattimo, comum no nordeste brasileiro, que embora possua varias aplicagdes
terapéuticas populares como antialérgica e antiplaquetaria, seus extratos demonstraram
potencial mutagénico (MARQUES et al., 2003).

Segundo estudos realizados por Santos et al. (2006), o extrato metandlico de
Srychnos pseudoquina, uma espécie caracteristica do cerrado brasileiro, utilizada
popularmente para o tratamento de Ulceras gastricas, apresentou efeito mutagénico in
Vvivo e in vitro.

Estudos de mutagenicidade e anti-mutagenicidade com plantas tém crescido
juntamente com o0 aumento do uso terapéutico, com o interesse em comprovar a eficacia
das mesmas nas mais diversas finalidades farmacoldgicas (JIMENEZ et al., 2005).
Dentro deste contexto, o teste de Ames foi empregado no presente trabalho tendo como

objetivo a avaliacdo das plantas quanto ao risco de mutagenicidade, jA que é uma
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metodologia de alta reprodutibilidade para deteccdo de mutdgenos (MORTELMANS &
ZEIGER, 2000) além de ser reconhecido mundialmente por sua eficiéncia na deteccdo
de mutacdes pontuais por diferentes agentes (SANTOS, 2006).

Os resultados obtidos trouxeram informagdes importantes no que se diz respeito
a seguranca da utilizacdo de diferentes partes das plantas testadas.

Em relacdo ao extrato de folhas e ao extrato de caule de M. hirtum, o teste de
Ames ndo evidenciou atividade mutagénica para nenhuma das linhagens e
concentracOes testadas, tanto na presenca quanto na auséncia de metabolizacdo
enzimatica. Os constituintes desses extratos ndo foram capazes de causar dano ao
material genético pelo mecanismo de frameshift nem por substituicdo de par de base. A
importancia desses resultados esta relacionada a utilizacdo popular desse género e nas
propriedades farmacoldgicas ja descritas.

Estudos fitoquimicos demostraram a presenca de flavonoides glicosilados em
folhas de M. hirtum, como saponarina (apigenina-6-C-p-D- glucopiranosil-7-O-D-
glucopiranosideo), que se mostrou majoritaria, além de isovitexina (apigenina-6-C-p-D-
glucopiranosideo) e isoorientina (luteolina-6-C-B-D- glucopiranosideo). J& no caule foi
identificada uma mistura de triterpenoides (o e P-amirina), além de alantoina
(TANGERINA, 2012).

Em relagdo ao estudo do potencial mutagénico de flavonoides, Rietjens et al.
(2005), descreve que algumas caracteristicas na estrutura do flavonoide (Figura 52) sao
essenciais para que a atividade mutagénica esteja presente, como por exemplo:
hidroxila livre na posicdo 3 do anel C, dupla ligacéo entre as posicdes 2 e 3 e grupo ceto
na posicao 4. Essas caracteristicas sdo fundamentais para o aparecimento de atividade
mutagénica, pois permite que a hidroxila na posi¢ao 3 tautomerize a molécula para uma
molécula 3-ceto.

Em relacdo aos flavonoides identificados nestes extratos, pode-se verificar que
em nenhum deles a hidroxila na posicdo 3 do anel C e encontrada. Embora eles
contemplem as demais caracteristicas, a atividade mutagénica ndo foi observada nos

mesmos, permitindo sugerir que a auséncia desta hidroxila elimina a mutagenicidade.
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Takemura et al. (1981) verificaram que flavonoides glicosilados tinham a sua
porgdo agucar hidrolisada por B-glicosidases, do trato digestivos e que isso resultava na
liberacdo da sua forma aglicona. Assim, ap0s o ensaio de metabolizacdo enzimatica
(fracdo S9), é de se sugerir a presenca desses flavonoides na sua forma aglicona,
apigenina e luteolina. Em relacdo a estrutura quimica dessas agliconas (Figuras 53 e
54), pode-se notar que mesmo com o restabelecimento de outras hidroxilas, apds a
perda do aclcar, a hidroxila 3 do anel C permanece inexistente, o que explica a
auséncia de atividade mutagénica mesmo ap0s a metabolizagdo. Isso pdde ser
verificado no estudo desenvolvido por Resende et al. (2012), em que luteolina, na sua
forma aglicona, ndo se mostrou mutagénica quando analisadas pelo teste de Ames,
empregando as linhagens TA98, TA100 e TA102 de S typhimurium, na presenca e

auséncia de metabolizacdo enzimatica.

) &
N
OH O
Figura 53- Luteolina Figura 54- Apigenina

Em relacdo aos triterpenodides a e B-amirina (Figura 3) presentes no extrato de
caule de M. hirtum, ndo foram encontrados estudos que creditassem atividade
mutagénica e genotoxica aos triterpendides. Um estudo conduzido com uma mistura de

triterpendides (a-amirina e [-amirina), empregando o teste do micronicleo em
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camundongos, ndo evidenciou atividade mutagénica (VILLASENOR et al., 2004). Pelo
contrario, varios trabalhos revelam atividades biologica promissoras para esses
compostos como atividade antimutagénica (RESENDE et al., 2006) e atividade
antitumoral (FUKUDA et al., 2006).

No caso da alantoina, identificada em caule de M. hirtum, um estudo conduzido
por Andrews et al. (1984) mostrou que ela ndo foi mutagénica quando avaliada pelo
teste de Ames, 0 que concorda com a auséncia de mutagenicidade do extrato em que
esta substancia esteve presente.

Em relacdo ao género Crotalaria, o teste de Ames mostrou resultados
importantes, que demonstraram o potencial mutagénico dos extratos de folhas e de
semente.

Os perfis cromatograficos de todos os extratos de C. pallida também
demonstraram a presenca de flavonoides, principalmente derivados da apigenina e
luteolina. Como j& discutido anteriormente sobre as caracteristicas estruturais de
flavonoides essenciais para que a atividade mutagénica esteja presente, acredita-se que
a mutagenicidade positiva desempenhada por estes extratos ndo se deve a presenca
dessas flavonas.

Como a literatura traz informaces a respeito de grande quantidade de alcaloides
pirrolizidinicos em espécies de Crotalaria, a fitoquimica procurou identificar alguns
desses alcaloides. A partir da compreensdo dos resultados obtidos pela fitoquimica foi
possivel sugerir a presenga de um AP, o 7 hidroxi-1-metil-enepirrolizidino. Muito
provavelmente a atividade mutagénica encontrada nos extratos e fracGes deve-se a
presenca desses alcaloides, visto que € bem estabelecido que a presenca de AP em
plantas pode oferecer riscos para o gado, animais selvagens e até mesmo para seres
humanos (FUU et al.; 2004).

O extrato de folhas de C. pallida mostrou-se mutagénico para a linhagem TA98,
pelo mecanismo de deslocamento do quadro de leitura, na auséncia de metabolizagéo,
mostrando que ha nesse extrato agente(s) mutagénico(s) direto(s), ou seja, aquele(s) que
causa(m) dano diretamente ao DNA, sem necessitar de metabolizacdo prévia. Ao

analisar a atividade mutagénica das fracdes obtidas desta parte da planta, notou-se que
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essa atividade manteve-se presente apenas na fragdo cloroformica. Muito
provavelmente, essa mutagenicidade se deve a presencga de alcaldides pirrolizidinicos
de C. pallida, que possam estar mais concentrados nessa fragéo.

Para o extrato de semente foi observada mutagenicidade positiva para todas as
linhagens testadas na presenca e auséncia de metabolizacdo. De acordo com as
linhagens envolvidas, os mutagenos diretos e indiretos, presentes neste extrato, podem
atuar pelo mecanismo de frameshift, substituicdo de pares de bases ou ainda atuar por
mecanismos oxidativos.

Buscando identificar em qual das fracGes enriquecidas de semente a atividade
mutagénica permanecia, o teste de Ames mostrou que essa atividade manteve-se apenas
na fracdo alcaloidica, na auséncia de metabolizacdo, comprovando que os alcaldides
presentes na planta contribuem para que a mutagenicidade esteja presente.

Alcaldides pirrolizidinicos s&o comumente encontrados em milhares de plantas
e, embora nem todos sejam hepatotoxicos, 0s com essa propriedade geralmente séo
ésteres alilicos e acidos de cadeia ramificada, como ocorrem em plantas dos géneros
Senecio, Crotalaria, Cynoglossum, Heliotropium, e Trichodesma (SCHOENTAL,
1995).

Estudos prévios demonstraram que os alcaldides sdo capazes de induzir
aberracBes cromossémicas em linhagem celular CHO (chinese hamster ovary)
(SASAKI et al., 1992), mutagenicidade em células pulmonares de hamster chinés
(CHL) (NAKAYASY et al., 1983), induzir trocas entre cromatides irmas de linfdcitos
periféricos humanos (MADLE et al., 1981) e aumentar a freqiiéncia de micronucleo e
trocas entre cromatides irmds em células meristematicas de Allium cepa (HAZEN e
GUTIERREZ-GONZALES, 1988). Além disso, também sdo descritas propriedades
hepatotdxica, mutagénicas e carcinogénicas desencadeadas por APs (BUCKEL e
TOWARD, 1998).

Provavelmente, a atividade hepatotoxica desempenhada pelos APs se deve a alta
reatividade dos derivados pirrélicos alquilantes, gerados durante a metabolizagdo
enzimatica (PETZINGER, 2011). Tanto a molécula do alcaléide quanto seus

metabolitos sdo agentes alquilantes reativos, capazes de formar ligacdes covalentes
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estaveis com macromoléculas (LOUREIRO et al., 2002; GRIFFEN e SEGALL, 1986).
Devido a capacidade de interacdo com o material genético, tem sido evidenciado o
envolvimento de APs com a mutagenicidade e a carcinogénese (LOUREIRO et al.,
2002).

Embora muitos compostos de origem vegetal demonstrem ter consideravel
atividade farmacoldgica, algumas propriedades indesejaveis, como mutagenicidade,
carcinogenicidade e toxicidade, podem restringir seu uso como agentes terapéuticos
(SIMOES et al., 1999), o que pdde ser verificado em relagdo aos extratos de C. pallida,
que mesmo possuindo uso popular descrito e inumeras propriedades farmacoldgicas,
demonstraram, no presente trabalho, possuir como propriedade indesejavel a atividade

mutagénica.

5.2. Envolvimento de COX-2 em processos cancerigenos

Assim como as mutagBes, 0s processos inflamatdrios aparecem muitas vezes
como precursores da carcinogénese. O gene COX-2 é um dos envolvidos nesse
processo, que catalisa a sintese de prostaglandinas, as quais estdo associadas as vias de
promogéo tumoral (ANTONUCCI, 2005).

Estudos vém sugerindo que as PGs e a enzima COX-2 podem ter um papel no
desenvolvimento de malignidades, sendo ja estabelecido que a forma induzida de COX
(COX-2) tem sido detectada em tumores humanos e modelos experimentais de cancer
(CHAN et al., 1999).

Os mecanismos pelos quais a superexpressdo da enzima COX-2 contribui para a
carcinogénse se dao através da estimulacdo da proliferacdo celular, inibicdo da
apoptose, estimulo da angiogénese, sendo todos estes efeitos mediados via PGE2
(CHAN, 2002; DAl e WANG, 2006; SCARTOZZI et al., 2004).

Numerosos estudos tém demonstrado que 0s niveis de prostaglandinas
encontram-se elevados em varios tipos de cancer, quando comparados com tecidos
normais. A forma induzida da cicloxigenase, responsavel pela biossintese de PGs, tem

sua expressdo aumentada em tumores de célon (HWANG et al., 1998). Da mesma
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forma, a indugdo da COX-2 ocorre em resposta a um processo inflamatério causado por
danos provenientes da radiacdo UVB. Este processo de inflamagéo tem sido relacionado
a formacéo de tumor (WILGUS et al., 2000).

Outras pesquisas tém associado a expressdo de COX-2 com a carcinogénese de
pulm&o, mama, cabeca e pesco¢o (SOSLOW et al., 2000); GILHOOLY e ROSE, 1999;
CHAN et al.,1999). Rigas et al. (1993) e Pugh e Rhomas (1994) demonstraram
elevacdo de niveis séricos e da mucosa de PGE2 em cancer de colon.

A literatura mostra que a expressdo de COX-2 pode estar envolvida na
progressdo do cancer (JOO et al., 2002). Higashi et al. (2000) puderam verificar uma
expressao aumentada da proteina COX-2 em linhagens de células de cancer de pele e
carcinoma cutaneo escamoso, quando comparada a linhagens de células néo
tumorigénicas de queratindcitos humanos, e que a COX-2 exerce um papel de pivd na
regulacdo do crescimento celular.

O estudo desenvolvido por Kin et al. (2011) mostrou que a inflamag&o crénica
desempenha um papel importante na carcinogénese da préstata. Verificou-se que a
superexpressdo de COX-2 no cancer de prostata estd associada a diminuicdo da
apoptose e ao aumento da angiogénese. Além disso, a inflamacg&o crénica presente na
hiperplasia benigna prostatica induz um aumento na expressdo de COX-2, ocasionando
aumento de citocinas inflamatdrias.

O nivel COX-2 em adenomas de ratos também foi aumentado, como
apresentado no estudo delineado por Williams et al. (1996). Em tecidos adenomatosos,
a enzima teve uma expressdo trés vezes maior quando comparada a expressao em
mucosa normal. Os autores concluiram que os niveis de COX-2 podem ser aumentados
em estagios iniciais de neoplasias colorretais, durante a formacéo de pélipos e antes da
invasao.

Visto que COX-2 ndo é apenas um marcador de inflamagdo, mas estd
ativamente envolvida no processo de carcinogénese (TSUJII et al., 1998), o presente
trabalho buscou avaliar se as amostras que se apresentaram altamente mutagénicas
qguando avaliadas pelo teste de Ames, também sdo capazes de estimular um processo

inflamatdrio, o que contribuiria com o processo de carcinogénese. Para tanto, a
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verificacdo da ativacdo de COX-2 foi realizada indiretamente, a partir da quantificacdo
de prostaglandina (PGE2).

Anteriormente a quantificacdo de PGEZ2, foi realizada a quantificacdo de dxido
nitrico como triagem para verificar se as amostras teriam potencial pré-inflamatério, ja
que no processo inflamatério, os macrofagos promovem a liberacdo de diversas
substancias, como por exemplo, produtos reativos do nitrogénio, como o NO
(NAPOLITANO et al.,2005).

O NO é um mediador que regula as respostas imunes humorais e celulares na
inflamac&o, possuindo propriedades inflamatérias. E produzido em muitos tecidos pela
enzima oOxido nitrico sintetase durante a transformacdo catalitica da L-arginina em
citrulina (MOILANEN e VAPAATALO, 1995).

Atualmente, ensaios de liberacdo de NO em cultura de macré6fagos fornecem
importantes dados sobre a modulacdo imunoldgica ou capacidade citotoxica,
dependendo de sua concentragdo. Altos niveis de producdo de NO reflete o potencial de
estimulagdo imunoldgica, e 0 excesso pode contribuir para a inducdo de patologias
inflamatdrias (PUNTUREE et al., 2004)

Sabendo que o gene COX-2 € um dos envolvidos no processo de carcinogénese
e gque a enzima COX-2 catalisa a sintese de prostanoides, como as prostaglandinas,
através da agdo de fosfolipase A, quantificou-se PGE2 como uma maneira de mensurar
a ativacdo da COX-2. Isso porque PGE2 é um produto primario do metabolismo do
acido araquidonico sob acédo da ciclooxigenase (MURAKAMI et al., 1999).

Tanto o extrato quanto a fracdo alcaloidica, provenientes de semente de C.
pallida, ndo demostraram caracteristicas inflamatorias, ja que ndo foram capazes de
induzir uma producdo significativa tanto de NO quanto de PGE2. Assim, se estas
amostras tiverem a capacidade de atuar no desenvolvimento de um processo
carcinogénico, a mutagenicidade podera estar agindo efetivamente, ndo estando um
processo inflamatorio contribuindo neste processo.

Estes resultados concordam com dados da literatura que mostram que algumas
substancias isoladas de C. pallida, como apigenina e crotafuranos, desempenharam
atividade anti-inflamatoria em modelos murinos, diminuindo a producdo de NO por

macrofagos (WENG, 2003). Em outro trabalho, flavonoides diversos e uma nova
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isoflavona isolada de C. pallida, demonstraram potencial anti-inflamatério, sendo
capazes de suprimir a liberacdo de mediadores quimicos por células inflamatorias,
mostrando alto potencial no tratamento e na prevencdo de doengas inflamatdrias
centrais e periféricas associadas com excesso de producdo de mediadores quimicos (KO
et al., 2004).

5.3. Atividade estrogénica

Desde a descoberta dos estrogenos ndo esteroidais, muitos compostos com
atividade estrogénica agonista e antagonista tém sido desenvolvidos como agentes de
regulacdo da fertilidade, reposicdo hormonal na pds-menopausa e prevencdo e controle
de canceres hormonio-sensiveis (OGAWA et al., 2009).

Os fitoestrogenos demonstram ter potencial terapéutico e preventivo na
ginecologia. Recentemente, com interesse na seguranca, tem sido documentada a
utilizacdo de fitoestrogenos na terapia de reposicdo hormonal em substituicdo ao
estrogeno (HAYS et al., 2003). Resultados de estudos epidemioldgicos sugerem que a
ingestdo diaria de alimentos contendo fitoestrogenos pode ter um papel protetor do
cancer de mama e de outros canceres hormonio- dependentes (ADLERCREUTZ, 2002;
ZAND et al., 2002).

Varios dos mais potentes fitoestrogenos conhecidos pertencem ao grupo das
isoflavonas, constituintes fitoquimicos encontrados predominante nos graos de soja. No
entanto, dados de Micsicek (1993, 1994) indicam que outras classes da familia
flavonoide, além das isoflavonas, exibem propriedades estrogénicas e antiestrogénicas,
e sdo designados flavo-estrogenos.

Esses compostos possuem algumas semelhancas estruturais com o hormonio
natural estradiol, bem como com outros hormonios esterdides (ZAND et al., 2000),
podendo interagir com o RE e induzir a expressdo génica semelhante a do hormdnio
estrogénio, embora a uma menor afinidade (FERGUSON, 2001).

A quimica medicinal foi bastante privilegiada com as contribuicdes fornecidas
pelo desenvolvimento da quimica computacional e da biologia molecular, que permitiu

a determinacdo de novos alvos moleculares e novas metodologias para o estudo e
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producgdo de farmacos. Uma dessas contribuigdes foi em relacdo ao desenvolvimento de
farmacos moduladores seletivos de receptores, como no caso de receptores hormonais
esteroidais (YUNES et al., 2001).

Os receptores esteroidas sdo flexiveis podendo se associar a diversos ligantes.
Algumas caracteristicas sdo essenciais para que esta ligacdo ocorra, como por exemplo,
a presenca de grupo hidroxila que mimetize a hidroxila na posicdo 3 do anel
ciclopentanohidrofenantreno (nucleo esteroide) (YUNES et al., 2001). Deste modo,
pode-se afirmar que este grupo é o farmacoférico, ou seja, 0 grupamento necessario
para gque a atividade esteja presente (PATRICK, 1995).

No caso dos estrogenos, hormonios cuja estrutura fundamental é o estradiol, o
"farmacdforo” é representado por dois grupamentos (hidroxilas) que podem fazer
ligagdo de hidrogénio, separados através de uma estrutura lipofilica, por uma distancia
aproximada de 1 nandmetro (Figura 55) (YUNES et al., 2001).

Figura 55: Estrutura do estradiol com o grupo farmacoférico: Duas hidroxilas
separadas por uma estrutura lipofilica de 1 nanémetro (YUNES et al, 2001).

Sabendo dessas informagdes, muitas pesquisas se concentram na busca de
alternativas ao estrdgeno, que contemplem estas caracteristicas, para serem utilizados
na terapia de reposi¢cdo hormonal durante a menopausa. Os estrogenos e outros ligantes
influenciam a expressdo de genes e mudancas fenotipicas das células através da ligagédo
a receptores nucleares de estrogenos: receptores a-estrogénico (REa) e receptores j-
estrogénico (REP) (PIERSEN, 2003). Essa ligacdo ativa a dimerizagdo dos REs,

facilitando a interacao direta entre os dimeros e as regides promotoras de genes alvos do
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DNA, e recrutam outros componentes da maquinaria de transcricdo, que levam a
expressao génica (OGAWA et al., 2009).

As duas isoformas de REs pertencem a uma superfamilia de receptores
hormonais que se tornam fatores de transcricdo quando estdo ligadas aos respectivos
ligantes (OSBORNE et al., 2000). Tanto os receptores o quanto 0 [}, apresentam
elevada homologia no dominio de ligacdo ao DNA, e homologia moderada no dominio
de ligacéo ao ligante (GUSTAFSSON, 1999; SHEN et al., 2007).

Devido ao grande interesse na busca de compostos com atividade estrogénica
que possam ser empregados na terapia de reposi¢cdo hormonal, esse estudo utilizou o
teste de RYA que utiliza como modelo experimental leveduras recombinantes, onde a
transcricdo de um gene repdrter depende da presenca no meio de compostos capazes de
se ligar ao receptor de estrégeno (GARCIA-REYERO et al., 2001).

Os extratos de folhas e de caule de M. hirtum ndo demonstraram potencial
estrogénico pelo teste de RYA. Os valores obtidos de equivalentes em estradiol foram
baixos e as concentracfes testadas geraram unidades de fluorescéncias semelhantes as
obtidas pelo controle negativo. Isso significa uma menor ativacdo do gene repdrter, o
qual foi construido de forma que a enzima s6 sera expressa como resposta da ligacdo de
substancias aos receptores de estrogeno. Portanto, nestes extratos ndo ha compostos
com grande afinidade pelo receptor de estrogeno humano, sendo baixa a formacgédo do
complexo receptor-ligante.

Como ja mencionado, estudos fitoquimicos demostraram a presenca de
flavonoides glicosilados em folhas de M. hirtum, como saponarina (apigenina-6-C-p-D-
glucopiranosil-7-O-D-  glucopiranosideo, que se mostrou majoritaria, além de
isovitexina (apigenina-6-C-B-D- glucopiranosideo) e isoorientina (luteolina-6-C-p-D-
glucopiranosideo). Ja no caule foi identificada uma mistura de triterpenoides (o e -
amirina) e alantoina (TANGERINA, 2012).

Em relacdo a estrutura dos flavonoides e a possivel atividade estrogénica, Zand
et al. (2000) afirmam que hidroxila na posi¢do 6, 7 ou 4’ do flavonoide confere maior
atividade estrogénica e 0os compostos mais potentes apresentam de 2 a 4 hidroxilas,
sendo pelo menos uma na posi¢do 7 do anel A e a outra na posi¢do 4’ do anel B. A

presenca destas hidroxilas sdo fundamentais para que a atividade estrogénica esteja
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presente pois mimetizam as hidroxilas na posi¢do 3 e 17 encontradas na molécula do
estradiol (LE BAIL et al., 1998). Além disso, a presenca de dupla ligacdo entre os
carbonos 2 e 3 do anel C ¢ esséncial para que a atividade estrogénica esteja presente
(ZAND et al., 2000).

O composto majoritario das folhas de M. hirtum € saponarina, uma apigenina
glicosilada, que possui alguns dos requisitos necessarios de um bom ligante ao RE.
Dentre esses requisitos encontram-se a presenca hidroxila na posicdo 4" do anel C e
dupla ligagdo entre carbonos 2 e 3 do anel C. Entretanto, ndo é encontrada a hidroxila
na posicdo 7 do anel A, a qual é fundamental para que ocorra a interacdo com os REs, o
que permite afirmar que a auséncia desta hidroxila foi a responsavel para que a
atividade estrogénica ndo estivesse presente no extrato de folhas de M. hirtum.

Ja a isovitexina, outra apigenina glicosilada, possui todas as caracteristicas de
um bom agente estrogénico (hidroxilas na posicao 4°e 7, dupla ligacédo ente carbono 2 e
3), porém isso nao foi suficiente para que a atividade estrogenica estivesse presente no
extrato. Isso pode ser explicado pelo fato desta ndo ser a substancia majoritaria e,
portanto, ndo haveria uma concentracdo suficiente para desempenhar tal atividade, ou
ainda, pelo fato de que a presenca do agucar na posicdo 6 do anel A pudesse estar
oferecendo impedimento estérico, dificultando a ligacdo da molécula ao receptor
estrogénico.

Nas plantas, fitoestrogenos ocorrem predominantemente como glicosideos que
no momento do consumo sdo hidrolisadas por glicosidases intestinais liberando
agliconas (WARD e KUHNLE, 2010). Como o RYA é realizado com leveduras e as
mesmas nao contam com sistemas enzimaticos, ndo podemos sugerir a presenca nos
extratos, de apigenina na sua forma aglicona, a qual teria todas as caracteristicas para
ser um bom agente estrogénico.

Ainda nas folhas de M. hirtum, foi encontrado a isoorientina, uma luteolina
glicosilada, que conta também com as caracteristicas de um bom estrogénico, como as
hidroxilas 4’e 7, mimetizinado as encontradas na molécula do 17-p-estradiol e dupla
ligagdo entre carbonos 2 e 3. Porém, uma caracteristica importante na estrutura desta

luteolina, é o posicionamento orto existente entre as hidroxilas presentes no anel C. De
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acordo com Choi et al. (2008), este tipo de posicionamento reduz a estrogenicidade por
dificultar a interacdo da molécula com os REs.

Embora esses flavonoides presentes nos extratos de M. hirtum possuam alguns
requisitos de bons ligantes aos REs, os mesmos ndo foram capazes de demonstrar
atividade estrogénica pelo teste de RYA. Essas substancias podem desempenhar tal
atividade por vias independentes de receptores.

Como mecanismos independentes dos REs, os fitoestrdgenos podem agir sob a
aromatase, enzima que promove a conversdo de androgenos a estrogenos (RICE et al.,
2007; VIRK-BAKER et al., 2010; DAMIANI e DAMIANI, 2007), estimulacdo da
globulina que se liga aos horménios sexuais, especificamente a testosterona e o
estradiol, alteracbes no metabolismo do estrogénio e inibi¢do de reciclagem entero-
hepética de estrogenos enddgenos e xenobidticos (PIERSEN, 2003).

Como a levedura ndo contém receptores esterdides enddgenos ou da tiredide,
nem proteinas relacionadas a aromatase, e, devido ao teste de RYA simular apenas
reacOes baseadas no mecanismo de interacdo do ligante ao receptor, 0 mesmo nao
permite avaliar alguns fatores, como a biodisponibilidade, metabolismo, bioativacéo e
integracdo ao longo do tempo. Além disso, a permeabilidade da membrana celular pode
diferir entre as cepas de levedura (GARCIA-REYERO et al., 2004).

Levando-se em conta essas possibilidades, pode ser por isso que, mesmo
luteolina e apigeninas glicosiladas, possuindo caracteristicas estruturais de bons agentes
estrogénicos, ndo contribuiram para resultados positivos pelo teste de RYA.

No entanto, 0 ensaio RYA é conhecido como um ensaio de screen inicial e o
formato de placas de microtitulacdo o torna adequado para 0 screening rapido de um
grande namero de amostras (HAN et al.,2002).

Em relagdo aos extratos analisados de C. pallida, todos demonstraram potencial
estrogénico. 1sso significa que ha nesses extratos constituintes com alta afinidade pelo
receptor de estrogeno, presente na levedura modificada, ocasionando a transcri¢do do
gene reporter. O produto da transcricdo deste gene € a enzima f-galactosidase, a qual so
é expressa na presenca do complexo receptor-ligante (CESPEDE et al., 2005;

NOGUEROL et al., 2006). Portanto, quanto maior o potencial estrogénico da amostra,
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maior a afinidade dos compostos aos receptores de estrogeno, e, portanto,
maior a atividade da enzima (expressa em unidades de fluorescéncia).

Todos os extratos de C. pallida forneceram resultados importantes no teste de
RYA, porém o extrato de folhas se mostrou mais estrogénico. Esse extrato forneceu um
resultado em um valor de equivalente em estradiol de 14,3 nM, o que permite dizer que
a amostra exerce uma atividade estrogénica semelhante a essa concentracdo de
estradiol. Além disso, o extrato obteve um valor de EC 50 de 0,2 g/mL, mostrando ser
0 mais potente dentre os extratos analisados.

Como todos os extratos de C. pallida apresentaram resultados interessantes
quanto a atividade estrogénica, as analises foram continuadas com as fracdes
enriquecidas obtidas de cada parta da planta.

Nas fracOes de flores, a diclorometanica foi a que obteve destaque, visto que
forneceu além de um valor de equivalente em estradiol de 19,9 nM, forneceu um EC50
de 0,2 g/mL. Ja em relacdo as fracGes de pericarpo, a cloroférmica foi a que apresentou
0 melhor desempenho.

Dentre as fragOes analisadas, a diclorometanica de folhas e a alcaloidica de
semente foram as que apresentaram 0s mais importantes resultados. A fracdo
alcaloidica de semente, que obteve um valor em equivalente em estradiol de 13,9 nM,
mostrou ser a mais potente dentre as fra¢cdes analisadas, ja que o valor de EC50 obtido
foi de 0,004 g/mL.

A fracdo diclorometanica das folhas foi capaz de gerar um valor de equivalente
em estradiol de 89,0 nM, mostrando que é necessaria uma alta concetracdo de estradiol
(89,0 nM) para estimular a mesma reposta que a amostra no teste de RYA tirar. Somado
a isso, essa fragdo obteve um EC 50 de 0,1 g/mL.

Como a fracdo diclorometanica de folhas desta planta se destacou quanto ao
potencial estrogénico e sendo esta fracdo a mais adiantada em relacdo ao estudo do
perfil quimico, houve grande interesse em se descobrir qual a susbténcia responsavel
para que esta atividade estivesse tdo evidente nas folhas. Dentro deste contexto, o
estigmasterol foi isolado da fracdo diclorometénica de folhas de C. pallida e teve entdo

sua atividade estrogénica avaliada pelo RYA.
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Os resultados do teste de RYA para o estigmasterol mostraram que é provavel
gue esta seja a substancia responsavel pela alta estrogenicidade obtida pelas folhas de
C. pallida, ja que o estigmasterol foi capaz de gerar alta ativacdo da enzima p-
galactosidase, quando comparada ao controle negativo, fornecendo um resultado de
equivalente em estradiol de 122,0 nM e valor de EC50 de 10,5 x 107 g/mL.

O estigmasterol pertence a classe de fitoesteroides que s@o substancias
esteroidais ou terpenoides tetraciclicas extraidas de espécies vegetais. Dentre 0s
fitoesteroides mais comuns estdo o b-sisterol, o campesterol e estigmasterol
(classificados como 4-desmetilesterdis do colestano, apresentando duplas ligacbes na
posicdo C-5 do anel ciclopentanoperidrofenantrénico). Quimicamente, sdo alcoois
constituidos por 28 ou 29 atomos de carbono, semelhantes ao colesterol, cujas
modificagdes envolvem a cadeia lateral e incluem a adicéo de ligagOes insaturadas e/ou
grupamentos metila ou etila (AWAD, FINK, 2000).

As vantagens dos fitoesteroides se devem a biodegrabilidade, habilidade em
afetar numerosos processos bioldgicos, atravessar membranas, ligar-se a receptores
hormonais especificos e na capacidade de serem modificados por métodos sintéticos
(SVOBODOVA et al., 2011; SUSTEKOVA et al., 2011)

Devido a similaridade do estigmasterol ao colesterol, ha na literatura relatos de
acao hipocolesterolémica para este fitoesterol. O mecanismo de a¢éo sugerido envolve
saturacdo do enterdcito, inibindo deste modo a absorcdo intestinal do colesterol biliar e
da dieta, além de inibir a esterificacdo do colesterol pelos enterdcitos e causar difusdo
ou transporte do colesterol nao esterificado ao Iimen intestinal (MATVIENKO et
al.,2002). Em virtude da similaridade ao colesterol ndo é de se estranhar que o
estigmasterol tenha afinidade por receptores hormonais, como evidenciado pelo teste de
RYA.

E notavel a similaridade estrutural existente entre o estigmasterol e a molécula
do 17-% estradiol (Figura 56), justificando desta forma, a alta atividade estrogénica

desempenhada por esta molécula quando avaliada pelo teste de RYA.
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Estigmasterol 17-B-estradiol

Figura 56: Estrututas quimicas do estigmasterol e do 17-B-estradiol (NEWILL et al.,
2007)

Como um dos enfoques do trabalho foi a busca de compostos com atividade
estrogénica que possam ser empregados na terapia de reposi¢do hormonal, os resultados
obtidos para o estigmasterol pelo teste de RYA, torna-o um possivel candidato.

Pensando na seguranca da utilizacdo de compostos obtidos de plantas, decidiu-
se realizar um teste de Ames, como uma triagem para verificacdo do potencial
mutagénico do estigamasterol. Como resultado desta andlise, ndo foi verificada
atividade mutagénica em nenhuma das concentracgdes testadas pelo teste de Ames.

Fitoesterois, como o estigmasterol, sdo conhecidos como antioxidantes (DE
JING e PLAT, 2003) tendo papel na quimioprevencéo de danos do DNA induzidos por
radicais oxidativos (WANG et al., 2003). O mecanismo exato pelo qual os
fitoesteroides oferecem protecdo contra o cancer ndo estd elucidado, porém ha teorias
propostas como efeitos sobre: a estrutura de membranas celulares, enzimas ligadas a
membrana, fluidez de membranas celulares, vias de transducdo de sinais, apoptose,
integridade da membrana, funcdo imunoldgica, propriedades esterogénicas nos tecidos
ou ainda efeito sobre esterdides acidos e neutros no colon (AWAD, FINK, 2000).

Lim et al. (2005) relataram o estigmasterol como sendo a substancia com maior
atividade antimutagénica em Gleditsia sinensis Lam., Leguminosae, obtendo como
resultado uma reducdo de 51,2% e 64,2% do fator de inducdo contra 0os mutagenos
MNNG (N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina) e 4-NQO (4-nitroquinolina-N-6xido),
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respectivamente, por meio de ensaio in vitro, remetendo a indicacdo da sua aplicacdo
como agente anticancerigeno, porém ressaltando a necessidade de estudos in vivo.

Substancias com potencial antimutagénico aumentam a eficiéncia dos
mecanismos de reparo das mutagdes causadas por agentes mutagénicos ou provocam a
inativacdo da substancia mutagénica. Como consequéncia, estas substancias atuam
como agentes protetores, diminuindo a frequéncia de danos ao DNA. Em ambos 0s
casos, agem antes da multiplicacdo desordenada das células, ou seja, da formacdo do
tumor (REZENDE et al., 2004).

Com base em todos os resultados obtidos, o estigmasterol aparece como um
candidato em potencial para a TRH, ja que demonstrou excelentes resultados quanto a
estrogenicidade pelo teste de RYA e auséncia de atividade mutagénica quando avaliado

pelo ensaio de Ames.
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6. CONCLUSOES

6.1. Avaliacdo do potencial mutagénico

= Qs extratos de M. hirtum, tanto de caule quanto de folhas ndo induziram
aumento significativo do nimero de colbnias revertentes em nenhuma das
linhagens e concentracdes testadas;

= O extrato de flores e o extrato de pericarpo de C. pallida ndo demonstraram
potencial mutagénico para as linhagens testadas;

= A mutagenicidade observada no extrato de folhas, frente a linhagem TA98,
deve-se a um mutageno direto, pelo mecanismo de deslocamento do quadro de
leitura;

= A fracdo cloroférmica de folhas de C. pallida manteve a atividade mutagénica
frente & linhagem TA98, na auséncia de metabolizagéo;

= O estigmasterol, isolado das folhas de C pallida, ndo apresentou resultados
positivos de mutagenicidade para a linhagem TA98 quando avaliado pelo teste
de Ames;

= O extrato de semente de C. pallida apresentou mutagenicidade positiva para
todas as linhagens testadas. Esse extrato possui tanto mutagenos diretos como
indiretos, que causam mutacao por diferentes mecanismos (substituicdo de par
de bases, deslocamento do quadro de leitura, processos oxidativos);

= A fracdo alcaloidica, proveniente do extrato de semente de C. pallida,
apresentou mutagenicidade positiva, quando na auséncia de metabolizagdo. Os
alcaloides presentes nesta fragdo agem como um mutageno direto, pelo
mecanimos de deslocamento do quadro de leitura.

6.2. Envolvimento de processo inflamatorio com a carcinogénese

e Tanto o extrato de semente quanto a fracdo alcaloidica de semente de C. pallida,

nédo foram capazes de promover a estimulagdo de COX-2.
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6.3. Avaliacdo da atividade estrogénica

= QOs extratos de M. hirtum, sejam provenientes de folha ou de caule, ndo
demonstraram potencial estrogénico para o teste de RYA;

= Os extratos de C. pallida (flores; folhas; semente; pericarpo) apresentaram
resultados significativos para o teste de RYA, sendo o maior valor de estradiol
equivalente apresentado pelo extrato de folhas;

= As fragOes butandlica, tanto de folhas quanto de pericarpo, ndo demonstraram
potencial estrogénico;

= A fracdo diclorometanica de folhas de C. pallida foi a que forneceu maiores
valores em equivalente em estradiol (89,0 nM);

= A fracdo com maior poténcia estrogénica foi a alcaloidica, proveniente de
semente, que obteve valor de EC 50 de 0,004 g/mL;

= O estigmasterol, isolado da fracdo diclorometanica de C. pallida, forneceu o
maior valor de equivalente em estradiol (122 nM) em relacdo as demais

amostras avaliadas;

6.4. CONCLUSAO GERAL

Os resultados da atividade mutagénica trouxeram alerta quanto a utilizacéo
popular de C. pallida, ja que os extratos de folhas e de semente apresentaram resultados
positivos quando avaliados pelo teste de Ames.

Como um dos objetivos do estudo era a busca por substituintes promissores para
a terapia de reposicdo estrogénica, o estigmasterol demonstrou ser um candidato em
potencial, ja que apresentou excelentes resultados quanto a estrogenicidade pelo teste de
RYA e auséncia de atividade mutagénica quando avaliado pelo ensaio de Ames.
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ANEXO | — Meios e solucdes utilizadas para o ensaio RYA.

- Meio YPD

Extrato levedura...........ccccoveveiieiiccc e 10g
PePtONA. ... 20g
Agua MiliQ......ocveveeeeeeceeeeeeeee s 900 mL
GlICOSE 40%0.....cceveieeeiecie et 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).
Para meio solido acrescentar agar (20 g/L)

- Meio Minimo (MM)

Yeast Nitrogen Base.........cccocvveeneeniniienien e 1,79

Sulfato de Amonio (NH4)2SOx.............coocovc. 5¢

Agua MiliQ......ooveeeeieieeeeeeeee e, 10L

Adicionar (solugdes preparadas e autoclavadas separadamente):
GlICOSE 40%0.....ccuveieeeieeie e 50 mL
Metioning L0%0........cevveverieniee e 1mL

Histiding L0%0......cccvevveeeie 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 solido acrescentar agar (20 g/L)

-Metionina 10%

MELIONINA. ...c.viiie e 0,19
Agua MiliQ......cocveveeieeceeeeeeee e 1mL
-Histidina 10%:

HIStIAING. ..o 0,19
Agua MiliQ......cocveveveieeieceeeeeeee e imL
-MuGal

TAMPEOD Z..ooovieeieeie et 100 mL
Triton X — 100 10%......ccccveieeiieiieeieiie e 1mL
SDS 10%0....cueiveeiierieieiere e 1mL
Mercaptoetanol (Usar na capela)...........cccce..... 70 uL
MUGAL......ooeiiieice s 21 mg
-Triton X — 100 10% (liquido):

Triton X — 100......ccoiiiiiiieie e 0,1 mL
Agua MiliQ.......cooveveeeieiieeeeeeee s 0,9 mL

-SDS 10% (em po):
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Agua MiliQ......cooveeveeieeeeeeeeeeee e, 1mL

-Tampéo Z

NazPO4— 60 MM....ccoiiiiiiiiiieeeeee e 8,52 ¢

NaH2PO4 — 40 MM.....coooiiiiiiee e 552¢

KCl =10 MM..ooiiiiiieeee e 0,759

MgSO47 HyO —1 MM 1mL

Agua MiliQ.......cooveeeeeeeeeeeeeee s completar para 1 L

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

-MgS0O,47 H,O -1 mM
M@SO47 HaO =1 MM, 12,32 ¢
Agua MiliQ....ccoeiiiiiieiiic e 50 mL



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVOS
	3. MATERIAIS E MÉTODOS
	4. RESULTADOS
	5. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ANEXO

