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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar quatro espécies relacionadas no Projeto BIOTA-
FAPESP, as quais tém se destacado quanto as atividades farmacolégicas: Byrsonima fagifolia
Niedenzu, Byrsonima crassa Niedenzu, Indigofera truxillensis Kunth e Indigofera suffruticosa Miller.
Foram realizados ensaios de mutacdao génica reversa utilizando-se as linhagens TA98, TA100,
TA97a e TA102 de Salmonella typhimurium, com auséncia e presenca do sistema metabdlico de
ativacdo. Foram avaliados extratos, fragdes e algumas substancias isoladas, a saber: a) B. crassa:
amentoflavona, substancia isolada do extrato metandlico; b) B. fagifolia: extrato metandlico e
cloroférmico, fragbes acetato e aquosa, acido galico, galato de metila, acido quinico e o &cido 3,4-
digaloilquinico; c) I truxillensis e l.suffruticosa: extrato metandlico e cloroférmico, fragbes de
alcaldides, flavonoides e de glicerolipideos, além das substancias indigo, indirubina e o kaempferol-
3,7-diraminosideo. Foi também avaliada a isatina, molécula precursora dos alcal6ides indigo e
indirubina. As atividades anti-bacteriana, anti-Leishmania, citotoxica e fitoestrogénica foram
avaliadas para substancias isoladas. Os ensaios de atividade fitoestrogénica foram realizados
através do método de e-screen, utilizando-se células tumorais MCF7. Os ensaios de atividade
citotdéxica (células MCF-7) foram realizados pela técnica de sulforadamina-B. Os ensaios anti-
Leishmania (L. amazonensis) também foram relizados com as técnicas de MTT (sal de tetrazdlio) e
contagem manual em cadmara de Neubauer. A atividade anti-bacteriana foi avaliada através das
técnicas de difusdo em agar e microdiluicdo, com as bactérias Staphylococcus aureus ATTC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922. Estudos anteriores evidenciaram o potencial mutagénico do extrato
metandlico de B. crassa, assim como a amentoflavona isolada do mesmo. Os resultados de
mutagenicidade foram negativos para os extratos e fracées de B. fagifolia, enquanto as substancias
isoladas (acido galico, galato de metila e acido quinico) apresentaram indicios de mutagenicidade
nas concentracdes testadas em TA 98. Os resultados foram positivos para o extrato metandlico de /.
truxilensis (linhagem TA98) e para os alcal6ides indigo e indirubina isolados dessa espécie e de |.
suffruticosa, além da isatina. Esse precursor também se destacou por seu potencial anti-bacteriano,
citotéxico para células MCF7 e anti-Leishmania. A atividade estrogénica foi observada para a rutina e
o kaempferol-3,7-diraminosideo, presentes em [. suffruticosa e I. truxillensis respectivamente. Os
demais ensaios (atividade antiestrogénica e inibicdo de aromatase) foram negativos. Destacamos
que os resultados obtidos foram muito importantes no contexto do projeto tematico BIOTA, uma vez

que resultaram em novas informacdes farmacolégicas das espécies avaliadas.

Palavras-chave: Byrsonima, Indigofera, mutagenicidade, atividade estrogénica, atividade

antimi-crobiana, Leishmania.



ABSTRACT

The present work aimed to investigate four related species in the project BIOTA-FAPESP which are
notable for their pharmacological activities: Byrsonima fagifolia Niedenzu Byrsonima crassa
Niedenzu, Indigofera truxillensis Kunth and Indigofera Indigofera suffruticosa Miller. Tests of reverse
gene mutation were performed using TA98, TA100, TA97 and TA102 strains of S. typhimurium in the
absence and presence of metabolic activation system. Extracts, fractions and some isolated
compounds were evaluated: a) B. fagifolia: methanolic and chloroformic extracts, acetate and
aqueous fractions, gallic acid, methyl gallate, quinic acid and 3,4-digaloilquinico derivative. b) I.
truxilensis and l.suffruticosa: chloroformic and methanolic extracts, fractions of alkaloids, flavonoids
and glicerolipides, and also the indigo, indirubin and kaempferol-3,7-diraminosideo substances. The
isatin, precursor molecule of alkaloids indigo and indirubin was also evaluated. The antimicrobial,
antiparasitic, cytotoxic and phytoestrogenic activities were evaluated for natural isolated substances.
The phytoestrogenic activity assays were performed using the e-screen method, using MCF7 tumor
cells. Trials of cytotoxic activity (MCF-7 cells) were done using sulforadamina-B. The anti-Leishmania
tests (L. amazonensis) were also performed with some alkaloids and flavonoids, using MTT
techniques (tetrazolium salt) and manual counting in a Neubauer chamber. Antimicrobial activity was
evaluated using disc diffusion techniques and microdilution with S. aureus ATTC 25923 and E. coli
ATCC 25922 bacterias. The mutagenic activity assays showed positive results only for the methanol
extract of /. truxilensis (strain TA98) and for the alkaloids indirubin and indigo isolated from this specie
and [. suffruticosa, in addition to isatin. This precursor is also noted for its antimicrobial activity,
cytotoxic to MCF7 cells and anti-parasitic effect. The estrogenic activity was observed in rutin and
kaempferol-3,7-diraminosideo present in I. suffruticosa and . truxillensis respectively. We emphasize
that the results were very important in the context of the thematic project BIOTA since it resulted in

new information about pharmacological species evaluated.

Keywords: Byrsonima, Indigofera, mutagenic activity, estrogenic activity, antimicrobial
activity, Leishmania.
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Introducdo

CAPITULO I

1.1. Da planta ao medicamento: a histéria da fitoterapia no mundo

“O inicio de um habito é como um fio invisivel, mas a cada vez que o repetimos, o ato reforga o fio,
acrescentando-lhe outro filamento, até que se torna um grande cabo e nos prende de forma irremediavel, no
pensamento e agdo”.

(Orison Swett Marden)

O emprego dos vegetais perde-se na histéria dos seres humanos. Na pré-histéria, ao
observarem o habito dos animais, os humanos provavelmente comecaram a manipular e
usar plantas para aliviarem os sintomas de moléstias e ferimentos (SIMOES et al., 1999;
MARQUES, 1999). O consumo de plantas medicinais teria sido a primeira forma de uso de
remédios que se tem noticia (BRAGANCA, 1996). A busca e a utilizacao de plantas com
propriedades medicinais € uma préatica milenar, atestada em varios tratados de fitoterapia
das grandes civilizagdes ha muito tempo desaparecidas. Desde 3000 a.C., os chineses e 0s
egipcios ja cultivavam plantas medicinais (SILVA JUNIOR, 2003). O papiro de Ebers
(descoberto em 1873, pelo egiptdlogo aleméo Ebers) € um dos primeiros documentos
escritos sobre fitoterapia (FORES, 2004). Além de seu valor histérico, representa um
conjunto de informacgdes, prescricoes e férmulas (TIERRAS, 2008).

Na literatura médica indiana constam informacdes sobre o emprego muito amplo de
plantas medicinais (NATURAL HEALTH SCHOOL, 2008). O texto mais antigo da Medicina
Tradicional Chinesa data de aproximadamente 800 a.C., relatando férmulas e empregando
ervas para o tratamento de diversas doencgas (BOTSARIS, 2004).

Um dos mais importantes representantes da histéria da medicina foi Hipdcrates (468-
377 a.C.), que concebeu formas de tratamento a base de plantas medicinais (ELDIN SUE et

al., 2001). No ano de 46 a.C., houve um marco da histéria da medicina tradicional romana,
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sob o governo de Julio César, com o maior conhecimento sobre fitoterapia como
complemento aos costumes da época (TIERRAS, 2008).

Desde a antiguidade, o conhecimento do uso de plantas medicinais foi passado a
cada geracdo. Nao foi, portanto, uma pratica individual, mas do contexto de toda a
humanidade (FORES, 2004). Na Ildade Média, a medicina e a utilizacdo de plantas
medicinais estagnaram por um longo periodo. Muitos manuscritos gregos foram esquecidos
ou perdidos, sendo alguns deles recuperados apenas no inicio do século XVI (MARTINS et
al., 1994). Nos mosteiros, a arte de curar com plantas foi mantida gracas ao trabalho de
monges, que traduziram os primeiros trabalhos sobre o tema e mantinham plantagdes de
ervas medicinais (ASOCIACION ARGENTINA DE FITOTERAPIA, 2007).

A civilizacdo arabe trouxe importantes contribuicbes a medicina natural e a ela se
deve 0 emprego dos purgativos vegetais. No século X, se impde o nome do médico islamico
Avicena, estudioso botanico, criador de um tratado sobre medicamentos cardiacos. Sua obra
mais importante, "Canon", foi durante muito tempo o texto médico mais popular da Europa
(BOLZANI et al., 2002).

Durante a conquista da América, os padres trouxeram os seus conhecimentos, ao
quais foram enriquecidos pelo contato com os indigenas (ASOCIACION ARGENTINA DE
FITOTERAPIA, 2007). As culturas americanas, especialmente a Inca, Asteca, Maya, Olmeca
e Tolteca consignaram a civilizacdo moderna a quina, a ipecacuanha, a coca e muitas outras
drogas de valor terapéutico (BOLZANI et al., 2002). Os indios da América Central e do Sul
possuiam um grande conhecimento sobre ervas nativas. Hoje, muitas plantas utilizadas na
terapéutica sdo resultantes de suas culturas e tradicdes (NATURAL HEALTH SCHOOL,
2008).

Por volta do ano 1800, com o advento da chamada “medicina cientifica”, a fitoterapia
foi relegada ao plano de uma modalidade alternativa de tratamento (SCHULZ et al., 2002).

Durante os séculos XVII e XVIII, a fitoterapia parecia estar em decadéncia, pois se
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prosseguiam as experiéncias com a “era sintética”, que incluia substancias perigosas, como
o arsénio e o mercurio. Na década de 1890, a “medicina botanica” passou por uma
revitalizagdo e as pessoas utilizavam, em seu dia-a-dia, os remédios a base de plantas
medicinais (ELDIN SUE et al., 2001).

O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comegou a acontecer
no século XVIII. Este século, juntamente com o XIX, se caracteriza pelos trabalhos de
pesquisa e extracao, principalmente de acidos organicos e de alcaldides. A partir da década
de trinta, comegcaram a surgir um grande numero de trabalhos sobre o isolamento e a
identificagdo de substancias de natureza esteroidal e, mais tarde, sobre a sintese de
importantes substancias de origem vegetal, como os alcalbides quinina (1945), a estriquinina
(1954) e a reserpina, em 1958 (BOLZANI et al., 2002).

Houve o ressurgimento do interesse pela fitoterapia (ndo somente cientifico e restrito,
mas também clinico) somente na Primeira Guerra Mundial, quando os suprimentos de
medicamentos se reduziram e foram substituidos obrigatoriamente por plantas medicinais
(STEDMAN, 2002).

Apo6s a Segunda Guerra Mundial, a fitoterapia foi fortalecida na Inglaterra. Apesar de
muitas dificuldades quanto a legalizac&o da prescri¢cdo de plantas medicinais, foi elaborado o
Decreto sobre Medicamentos em 1968, ampliando a aplicagdo de plantas na terapéutica e
desenvolvendo a fitoterapia a partir de entdo (ELDIN SUE et al., 2001).

Muito difundida e desenvolvida na China, a fitoterapia comegou a se expandir para
varios paises ocidentais ha cerca de duas décadas, devido aos excelentes resultados
clinicos (BOTSARIS, 2004). A China foi o primeiro pais a incorporar a fitomedicina a
medicina ocidental classica (LEVETIN & MAHON, 2007).

A partir do comecgo do século XIX, os produtos de origem vegetal se tornaram objetos
de pesquisa cientifica. Com o desenvolvimento de métodos de analise quimica, os cientistas

iniciaram a extracao, isolamento e transformacéo de principios ativos de plantas medicinais
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em produtos sintéticos (SCHULZ et al.,, 2002; HART, 2007; DOS SANTOS, 2006). A
Alemanha é a nacdo que mais incentivou a fitoterapia. Nesse pais, cerca de 700 produtos
fitoterapicos sdo comercializados e 70% dos profissionais da area de salde alemaes
prescrevem esses produtos, mantendo um dos maiores mercados mundiais nessa area. Nos
Estados Unidos, a industria tem mais de 500 espécies de plantas medicinais
comercializadas. O marketing de massa divulga lojas de produtos naturais, levando a um
rapido crescimento nas vendas de produtos a base de plantas (FETROW et al., 1999).
Atualmente, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que 80% da populacao
mundial acreditam que a utilizacdo de plantas medicinais possa curar algum tipo de doenca
(HART, 2007). A OMS definiu como Fitoterapia a aplicacao de principios ativos de origem
vegetal na terapia clinica. Os métodos modernos de extragéo, identificacdo e padronizacao
de drogas vegetais, em conjunto com a pesquisa cientifica (testes in vitro, in vivo, ensaios
pré-clinicos e clinicos), permitiram maior confiabilidade e conhecimento da eficacia e

seguranca dos fitoterapicos (ASOCIACION ARGENTINA DE FITOTERAPIA, 2007).

1.2. A histéria da fitoterapia no Brasil

No Brasil, a utilizagdo de plantas medicinais teve influéncias das culturas indigena,
africana e européia (MARTINS et al.,1994). O conhecimento indigena foi importante para
ampliar o uso de plantas medicinais pelos colonizadores (OLIVEIRA, 2008). Os indios
faziam com que o conhecimento das plantas nativas e seus usos fossem transmitidos de
geracao em geracao (MARTINS et al., 1994; LORENZI, 2002).

A contribuigao européia na fitoterapia brasileira teve inicio com a vinda dos primeiros
jesuitas, ao redor de 1580, quando as plantas desempenhavam importante papel na
preparacao dos remédios (ALBUQUERQUE, 2006). Os jesuitas aproveitaram os
conhecimentos indigenas sobre as plantas e as incluiram na manipulacao dos fitoterapicos

(LUCAS, 1941). A influéncia africana ndo é muito conhecida, porém foi muito importante. Os
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escravos africanos contribuiram com a utilizagdo de plantas medicinais trazidas da Africa
(LORENZI et al., 2002).

Os primeiros médicos portugueses que vieram para o Brasil, diante da escassez de
remédios, muito cedo foram obrigados a perceber a importancia das preparagdes indigenas.
Os viajantes sempre se abasteciam destes remédios antes de excursionarem por regides
pouco conhecidas (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002). A vinda da Corte Real para o Brasil, em
1808, foi um dos marcos histéricos oficiais da ciéncia brasileira, pois comegcaram a chegar
ao pais as primeiras expedicdes cientificas, cujo principal objetivo era dar conhecimento aos
europeus da exuberancia de nossa fauna e de nossa flora (FREEDBERG, 1999). Por longo
periodo, o estudo quimico de produtos naturais, realizado em escala artesanal, esteve
voltado para a comercializacdo de remédios e se desenvolvia nos laboratérios das antigas
boticas (CARRARA & MEIRELLES, 1996).

Apesar de alguns trabalhos de pesquisa desenvolvidos até o momento, devido ao
contexto cientifico, econébmico e social do Brasil ao longo de sua historia, a fitoterapia
evoluiu muito lentamente, sob fortes influéncias externas (FERRO, 2006). No Brasil, muitas
plantas foram e ainda sdo utilizadas como extratos, emplastos e infusdes, sem evidéncias
cientificas que comprovem a eficacia desses tratamentos (HOLETZ et al., 2002). Embora
seja o quinto maior consumidor mundial de remédios, possua grande riqueza natural e
amplo patriménio étnico-cultural, o mercado farmacéutico brasileiro é dominado por
multinacionais (LOPES, 2004).

Contudo, atualmente, estamos vendo florescer novamente a fitoterapia brasileira,
embora esse processo seja lento e dificil. Essa revolugdo comegou com a publicacdo da
Portaria 06/95 da Vigilancia Sanitaria, reforcando rigorosamente a necessidade do
embasamento cientifico e comprovacao de eficacia e seguranca dos fitoterapicos. Foi
substituida pela RDC 17/2000, com novas opcdes para o registro de medicamentos, mas

sob o0 mesmo enfoque cientifico inicial. Em 2004, foram publicadas as RDC 48/2004, RE’s
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88/2004, 89/2004, 90/2004 e 91/2004, modernizando a regulamentacao de fitoterapicos e
concentrando as exigéncias quanto a qualidade e seguranca desses medicamentos
(BRANDAO, 2005; CARLINI, 2008). A crescente exigéncia em relacdo aos parametros
fundamentais de producdo (eficacia, seguranga e qualidade), tem contribuido para a
integracao de diversas areas cientificas na pesquisa de novas espécies vegetais e produtos,
como: botanica, agronomia, fitoquimica, farmacologia, toxicologia, tecnologia farmacéutica,
entre outras (BOLZANI et al.,, 2002). Sem duvida, com a regulamentacdo da area e,
recentemente, com a politica de implantacdo de fitoterapicos na rede publica (SUS), a
fitoterapia no Brasil tem atingido um aspecto mais amplo, com o ideal voltado também para
atender uma maior parcela da populagdo do pais. A Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos objetiva a utilizacao racional de plantas medicinais e fitoterapicos, priorizando
a preservagao da biodiversidade, o desenvolvimento sustentavel, além de um retorno desse

beneficio & populagao brasileira (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 19




Revisdo da literatura

2.1. Biodiversidade

“Quando entendemos que somos parte e ndo proprietarios da natureza,
iniciamos a caminhada rumo a um mundo mais justo e sustentavel”.

(Adalgiza Inés Campolim)

A diversidade biologica possui inestimavel valor para a sobrevivéncia do ser humano,
proporcionando a manutencao do equilibrio dindmico dos ecossistemas. O Brasil também
possui uma megadiversidade cultural, com popula¢des indigenas detentoras de consideravel
conhecimento das espécies de flora e fauna, além de sistemas tradicionais de manejo dos
recursos naturais renovaveis. A contribuicdo desses povos é fundamental para a
preservacdo do patriménio biolégico e genético de nosso pais (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2002). A cultura popular, transmitida através de gerac¢des e hoje muito estudada
pela Etnobotanica, na verdade, representa um recurso terapéutico valioso, ja que grande
parte da populagéo vive sem cuidados médicos cientificos e condigdes sanitarias adequadas
(FERRO, 2006). Esse conhecimento popular também esta, juntamente com 0s recursos
naturais, ameacgado de extingdo, segundo publicagdo de Ana Rita Araujo, na edigao n° 1567

do Boletim da UFMG, de margo de 2007.

2.2. Potencial terapéutico da flora brasileira e do cerrado

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o vegetal é o que tem contribuido de
forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos secundarios, muitos destes de

grande valor agregado devido as suas aplicagbes como medicamento, cosméticos,
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alimentos e agroquimicos (SCHULZ et al., 2002). Muitas dessas substancias constituem,
sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de medicamentos (RATES, 2001).

O cerrado € o segundo maior bioma brasileiro (depois da Amazénia) e concentra
nada menos que um terco da biodiversidade nacional e 5% da flora e da fauna mundiais.
Apesar das restricoes edéficas e hidricas, gracas aos estudos para manejo de solos, 0
cerrado tem se destacado como uma das maiores fronteiras agricolas do mundo.
Infelizmente, a ocupagdo econdmica do cerrado tem ocorrido sem um adequado
planejamento, sendo visto apenas como “chdo a ser ocupado pelas atividades agricolas”
(MARRIS, 2005). Caso essa situacdo ndo se reverta, em alguns anos o cerrado serd
transformado em grandes pastos e tera perdido, permanentemente, toda a riqueza de
espécies (COUTINHO, 2002).

O bioma cerrado é aquele que merece prioridade de conservacao, tendo em vista o
potencial de utilizagdo que ainda oferece, principalmente quanto a quiqueza de espécies de
sua flora (MACHADO et al., 2004). Para que sejam garantidos o uso racional e sustentavel e
a preservacao dos recursos naturais renovaveis do cerrado, precisamos consolidar e
divulgar os conhecimentos sobre sua estrutura, viabilizando a exploragdo sustentada de

seus recursos (PEREIRA-SILVA et al., 2004).

2.3. Pesquisa de novos farmacos de origem vegetal

Existem no Brasil alguns grupos de pesquisa que tém contribuido significativamente
para a area da quimica de produtos naturais, a taxonomia, a farmacologia e outras areas
relacionadas (YUNES et al., 2001). A Etnofarmacologia também faz parte da investigacao de
fitoterapicos e fitofarmacos, combinando informacdes adquiridas junto as comunidades
locais com estudos quimico-farmacoldgicos realizados em laboratérios especializados

(FERRO, 2008).
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O estudo fitoquimico associado a farmacologia é de grande importancia para a
selecao de um dos compostos ativos ou da mistura de substancias presentes no extrato que,
em muitos casos, pode ser efetiva. Sob esse aspecto, é importante considerar que, em
muitos extrativos vegetais, a associacdo de diferentes substancias, as quais possuem
diferentes mecanismos de acgao terapéutica favorecera, no futuro, o desenvolvimento de
fitoterapicos mais eficazes e com menos efeitos adversos (BORRIS, 1997).

E importante lembrar os riscos intrinsecos relacionados com o consumo desordenado
de produtos derivados de plantas e/ou plantas consideradas medicinais. Muitas plantas
utilizadas por essas culturas antigas também tiveram atividades toxicas descritas (SANTOS,
2006). Plantas utilizadas na dieta ou em tratamentos tradicionais tém mostrado atividade
mutagénica (AMES, 1983; LIGHT et al., 2005), hepatotéxica (MACIEL et al., 1998), entre
outras. Existe uma infinidade de casos descritos de toxicidade de produtos naturais. E esses
riscos sdo ainda maiores quando o uso de tratamentos alternativos estd associado a falta de

estudos que comprovem a eficacia e a segurancga dessas preparagdes (SANTOS, 2006).

2.4. Espécies do cerrado brasileiro: Género Byrsonima

O género Byrsonima pertence a familia Malphiguiaceae e suas espécies estao
distribuidas por toda a regido tropical da América. Essa familia possui cerca de 800 espécies
diferentes, das quais 50% se encontram no Brasil (SANNOMIYA et al., 2007a). As folhas e
cascas de algumas espécies de Byrsonima sao usadas popularmente em disfuncdes
gastricas, picadas de cobra e ainda como anti-diarréicos (SANNOMIYA et al., 2005 a).
Outras aplicacdes sao relatadas quanto ao infuso das folhas para o tratamento de asma e
infeccdes cutaneas (SILVA et al., 2001; AGUIAR et al., 2005). Varios estudos fitoquimicos
com essas espécies revelaram, em geral, a presenca de esteroéides, triterpenos, flavondides,
proantocianidinas, acidos galoilquinicos, entre outras substancias (MENDES et al., 1999;

SANNOMIYA et al., 2004; SANNOMIYA et al. 2005 a,b).
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Byrsonima crassa Niedenzu (B. crassa): Essa espécie é conhecida popularmente

como “murici vermelho” ou “murici do cerrado”. Suas folhas e cascas sdo utilizadas na
medicina popular para o tratamento de infeccées cutaneas, picadas de cobra, disfuncdes
gastricas e diarréias. O estudo fitoquimico dos extratos da espécie resultou no isolamento da
mistura de acido galico e galato de metila, quercetina-3-O-a-L-piranosideo e a mistura de
quercetina-3-O-B-D-glucopiranosideo e quercetina-3-0-B-D-galactopiranosideo. A avaliacao
do perfil cromatografico de fragcbes dos extratos revelou a presenca de catequinas e
flavondides. Da infusdo de folhas de B.crassa, foram isolados compostos extremamente
polares, como derivados fendlicos, que possuem diversas atividades biolégicas, como
imunomodulagéao, protecao contra o cancer e doencgas cardiovasculares. Além desses, foram
isolados também catequinas e flavondides, que possuem atividade antioxidante
(SANNOMIYA et al.,, 2004, 2005 a,b). Os estudos da atividade mutagénica mostraram
resultados positivos para o extrato metandlico e a fracdo acetato de etila em ensaios com
Salmonella, mas negativos em animais. Dentre as substancias isoladas que foram avaliadas
destacamos o biflavondide amentoflavona, que foi caracterizado como o principal
responsavel pela mutagenicidade observada no extrato metandlico da espécie (CARDOSO,
2006).

Byrsonima fagifolia Niedenzu (B. fagifolia): B. fagifolia, assim como outras

espécies do género, € comum no cerrado e suas folhas sao utilizadas, popularmente, para
disfuncoes gastricas e diarréias (SANNOMIYA et al.,, 2005a). Estudos fitoquimicos
demonstraram, na infusdo das folhas e no extrato metandlico, a presenca de derivados do
acido galoilquinico, além de derivados glicosilados da quercetina (SANNOMIYA et al., 2007
b). Poucos estudos quanto a atividade biolégica dessa espécie ja foram publicados, sendo
apenas alguns relatos da atividade antioxidante do extrato metandlico e suas fragdes

(PIMENTEL, 2004). Quanto aos derivados galoilquinicos, existem alguns relatos
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interessantes sobre suas atividades bioldgicas, como anti-HIV (NISHIZAWA et al., 1989;
CHANG et al., 1995), anti-malarica (CAOQ et al., 2006) e anti-tumoral (NONAKA et al., 1992).

2.5. Espécies do cerrado brasileiro: Género Indigofera

O género Indigofera (Fabaceae) compreende 700 espécies herbaceas e arbustivas,
que ocorrem nas regides tropicais e subtropicais (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002),
encontradas nas Américas, Africa, Austrélia e Asia (MOREIRA & AZEVEDO-TOZZI, 1997).
Flavondides, alcalbides, terpenos e saponinas sao os metabdlitos secundarios majoritarios
em espécies de Fabaceae (HARBONE & WILLIAMS, 2000), os quais possuem interessantes
atividades farmacoldgicas e terapéuticas. Dessas plantas € obtido o indigo, um dos corantes
naturais mais antigos que se conhece (AL MESHAL et al., 1982). Também se tem observado
as atividades antioxidante, hepatoprotetora (SREEPRIYA et al., 2001) e, em Cuba, estudos
relatam importante acéo antitlcera gastrica (GOVIN et al., 2006).

Indigofera truxillensis Kunth (. truxillensis): Existem poucos relatos na literatura

sobre estudos cientificos relacionados as atividades biolégicas e ao perfil quimico dessa
espécie. Estudos farmacoldgicos realizados com extratos e fragcdes de I truxillensis
demonstraram seu potencial antioxidante e antiulcerogénico em diferentes modelos de
ulcera gastrica aguda (por etanol, piroxicam, stress por retencao/frio e ligadura de piloro) em
ratos, sem sinais de toxicidade aguda (COLA-MIRANDA et al., 2006; BARBASTEFANO et
al., 2006). Estudos fitoquimicos realizados com a espécie identificaram a presenca de
flavondides derivados do kaempferol e alcaldides (CALVO, 2007).

Indigofera suffruticosa Miller (I. suffruticosa): |.suffruticosa € uma espécie vegetal

encontrada em regides tropicais e subtropicais, adaptada aos solos semi-aridos e de baixa
fertilidade (PAIVA et al. 1987). A utilizagcdo popular dessa espécie como remédio baseia-se
no preparo da infusdo ou decocgao das folhas (MATOS, 1999). As indicagbes populares sao
diversas, destacando-se os tratamentos contra infec¢coes bacterianas e fungicas (LEITE et

al., 2006), inflamacdes (LEITE et al., 2003) e outras doengas, como epilepsia em humanos
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(ROIG, 1974) e modelos animais (WONG et al., 1999). Outros estudos demonstraram o
potencial embriotdxico in vitro dos extratos de I. suffruticosa (LEITE et al., 2004). Estudos
fitoquimicos demonstraram a presenca de flavondides derivados da quercetina (entre eles, a

rutina), acido galico e alcaldides (CALVO, 2007).

2.6. Mutagenicidade

Mutacdes sao definidas como qualquer alteracdo permanente no DNA e podem
acontecer em células germinativas ou somaticas, envolvendo mutagdes cromossbémicas e
mutacoes génicas. Existem muitos fatores que podem ocasionar a mutacao da molécula de
DNA, os quais sdo chamados de agentes mutagénicos. As mutacées despertam grandes
interesses por estarem diretamente relacionadas ao desenvolvimento de diversas doencas
degenerativas, tais como cancer e arteriosclerose (DE FLORA, 1998; SEO et al., 2000).
Estamos constantemente em contato com agentes mutagénicos, entre eles a radiacao solar,
poluentes presentes no ar e na agua ou mesmo elementos presentes em nossa dieta
(SANTQOS, 2006).

A avaliagdo da mutagenicidade pode ser realizada nos diferentes passos de interagcao
do agente mutagénico com o DNA ou de seus efeitos (SANTOS, 2006). Varios ensaios que
detectam componentes genotéxicos permitem identificar substancias com risco potencial a
saude humana. O teste de mutagenicidade com Salmonella typhimurium, também conhecido
como Salmonella/microssomo, ou Teste de Ames, € uma das metodologias mais utilizadas
atualmente para detectar substancias mutagénicas (VARELLA et al., 2004), sendo validado
em larga escala por diversos laboratérios (MORTELMANS & ZEIGER, 2000; RIBEIRO et al.,
2004). Nesse ensaio, sdo utilizadas linhagens de S. typhimurium que, na presenca do
agente mutagénico, revertem seu carater auxotréfico para a sintese de histidina, crescendo
em meios que nao possuem este aminoacido. O crescimento das colbnias revela uma

mutacdo reversa induzida pelo agente e a contagem das mesmas caracteriza a acao
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mutagénica em fungdo da concentracdo utilizada (ZEIGER, 2001). Foram estabelecidas
relacoes entre a atividade mutagénica de agentes quimicos ou fisicos e a capacidade dos
mesmos de induzir o cancer em ensaios com animais (MARON & AMES, 1983). Cada tipo
de linhagem bacteriana apresenta diferentes mutagdes no operon histidina, o que permite
diferenciar mecanismos de ag¢do. As mutacoes podem ser substituicdes de bases ou do tipo
frameshift (AMES, 1983; MORTELMANS & ZEIGER, 2000). Entretanto, as linhagens
bacterianas ndo apresentam enzimas de metaboliza¢do, o que impossibilita sua capacidade
para identificacdo de agentes mutagénicos de agao indireta. Para superar essa dificuldade,
adiciona-se as culturas durante os ensaios a chamada fracdo S9, que contém enzimas de
metabolizacdo de xenobibticos e € obtida a partir do figado de ratos. Todas essas
caracteristicas conferem ao Teste de Ames uma grande capacidade de identificacdo e
caracterizacao de diferentes agentes mutagénicos, com grande eficiéncia e sensibilidade

(SANTOS, 2006).

2.7. Atividade Fitoestrogénica

Os fitoestrogénios sao compostos fendlicos heterociclicos com similaridades
estruturais e funcionais com os estrogénios naturais e sintéticos, as quais lhes conferem a
capacidade de adesao ao receptor hormonal, agindo como agonistas ou antagonistas do
estrogénio, dependendo do lugar de atuacdo (ARIE et al., 2001; FONSECA et al., 2005).
Esses compostos sdo encontrados em diversas fontes de alimentos (CHIECHI et al., 1999).

As substancias precursoras, depois de ingeridas, sofrem conversdoes enzimaticas
complexas no tubo digestivo (ROSA LIMA, 2006). Pelas caracteristicas metabdlicas, os
fitoestrogénios podem ser mensurados em varios fluidos biol6gicos e as concentracdes dos
seus metabdlitos apresentam uma variacdo entre os individuos, mesmo quando em
quantidade controlada (MURKIES et al., 1998). Existem diferencas biol6gicas entre os

mecanismos de acao dos fitoestrogénios, dos estrégenos naturais e dos sintéticos. Os

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 26




Revisdo da literatura

estrogenos naturais sao potentes, facilmente metabolizados pelo figado, tém meia-vida curta
e nao se acumulam nos tecidos. Os fitoestrogénios sdo pouco potentes, tém meia-vida mais
longa e tendem a se acumular na gordura e nos tecidos (MOSQUETTE et al., 2005).

Os receptores estrogénicos possuem estrutura semelhante a de outros hormdnios
esterdides. O receptor estrogénico alfa (RE alfa) é uma proteina composta por 595
aminoacidos (KOIKE & SAKAI, 1987) e o receptor estrogénico beta (RE beta) foi definido
como uma proteina de 485 aminoacidos, com localizagdo e caracteristicas de acédo
diferentes (MOSSELMANN et al., 1996). Os receptores estrogénicos estdo distribuidos por
diversos 6rgaos em frequéncias diferentes, com predominancia de um tipo sobre o outro. Os
recentes estudos em biologia molecular permitiram conhecer melhor os mecanismos
envolvidos na agao dos esterdides em seus receptores (BAKER & JAFFER, 1995).

Segundo os estudos de Mosselmann e cols. (1996), sdo varios os fatores que
determinam a agao bioldgica de um estrogénio, como a afinidade do hormdnio pelo receptor,
diferencas na expressédo dos receptores nos tecidos-alvo, alteragdes da conformacao do
complexo horménio-receptor e diferencas de expressdo de proteinas de adaptacéo e
fosforilacdo (figura 1). A atividade biolégica de um estrdgeno se da pela ocupacgédo do
complexo horménio-receptor no nucleo celular. A variagdo da poténcia de acdo esta
relacionada aos niveis plasmaticos e a retengdo do complexo no nucleo, diferenciando os
estrogenos mais fracos dos mais potentes, assim como 0s mecanismos de acao estrogénica
e anti-estrogénica (SPEROFF & FRITZ, 2005). E importante ressaltar que, além da acio
hormonal, os fitoestrogénios também possuem efeitos relacionados a atividade enzimatica.
Estudos in vitro demonstram a inibicado do crescimento e regulacdo de células, mesmo na
auséncia de receptores estrogénicos. Sao varias enzimas que sofrem essa influéncia, como
tirosinoquinase, DNA topoisomerases | e Il, quinase ribossomal S6, além da aromatase. A
aromatase é uma enzima implicada na formacdo do 17-B-estradiol a partir de seus

precursores (MOL & MONTALBAN, 2001).
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Os fitoestrogénios também possuem a capacidade de adesdo aos receptores
hormonais, podendo atuar como agonistas ou antagonistas do estrogénio, dependendo do
sitio de atuagdo, sendo classificados como SERM’s — Moduladores Seletivos dos
Receptores Estrogénicos (ALVES & SILVA, 2002). Acredita-se que os fitoestrogénios
possam atuar na maioria dos érgaos nos quais estao presentes os receptores estrogénicos.
O tratamento clinico com fitoestrogénios tem se destacado para prevencao e tratamento de
disturbios dos sistemas dsseo, cardiovascular e mamas (ROSA LIMA, 2006). Alguns estudos
com fitoestrogénios demonstraram a atuagéo dos mesmos em lipoproteinas (DEWELL et al.,
2002) e no tratamento de doencas cardiovasculares (ALBERTAZZI & PURDIC, 2002).
Possuem também propriedade de inibicdo da angiogénese (FOTSIS et al.,, 1993) e da
diferenciacao de células de linhagem de cancer (CONSTANTINOU & HUBERMAN, 1995;
FOTSIS et al., 1995). Além disso, existem estudos sobre as atividades antioxidantes (WEI et
al., 1995), anti-hipertensivas e antiinflamatérias (KNIGHT & EDEN, 1995) dos
fitoestrogénios.

Nas ultimas décadas se tem observado notavel aumento na incidéncia de cancer de
mama, especialmente na América do Norte e na Europa Ocidental (FEUER et al., 1993). No
Brasil, o cancer de mama é um dos que mais causa morte entre as mulheres. Atualmente, o
uso de medicamentos que bloqueiam a ligagcdo dos estrogénios aos seus receptores no
epitélio mamario (SERM’s) constitui uma estratégia para a prevencado do cancer de mama.
Entre esses farmacos, destacam-se os fitoestrogénios (ROSA LIMA, 2006). Essas
substancias despertam muito interesse na tentativa de explicar o fato de as dietas com
grande quantidade de plantas estarem associadas a baixa mortalidade em muitas
populagdes devido a essa patologia (SHU et al., 2001). O papel dos fitoestrogénios em
modificar o risco de cancer pode nao estar associado somente as suas propriedades
estrogénicas, mas também por exercer papel mediador em outros eventos bioquimicos

relacionados (THAM et al., 1998).
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Muitos estudos in vitro ilustram o efeito bifasico dos fitoestrogénios em células de
cultura. Quando em baixas concentracdes, estimulam a proliferacdo, porém, quanto em
concentragdes suprafisiolégicas, ocorre inibicao do crescimento celular. Se um fitoestrogénio
“forte” e um estrogénio natural estiverem presentes em concentragdes fisioldgicas, os
fitoestrogénios irdo antagonizar a acdo do estrogénio, reduzindo a proliferacdo celular
(HARGREAVES et al.,, 1999). As propriedades anti-estrogénicas e citotdxicas dos
fitoestrogénios podem ser avaliadas em algumas linhagens tumorais. O E-SCREEN em
células MCF-7 pode também ser utilizado para avaliar a atividade estrogénica de um

medicamento (PIERSEN, 2003).

Nucleo
\ DNA

S~

Célula Alvo

Estrogénio
Receptor
de RNAmM
@ Estrogénio

D Transcrica

Sintese de proteinas

\/

Receptor de estrogénio

Nlcleo l

EFEITO BIOLOGICO

Figura 1: Mecanismo de a¢éo do estrogénio via receptor (adaptado de Alves & Silva, 2002).

Para desenvolver um bioensaio, é necessario escolher qual o efeito serd avaliado. A
proposta para um bioensaio pode se basear na definicdo que diz que os estrégenos sao
substancias capazes de interferir na proliferacdo de 6rgaos do trato genital feminino. Os
estrogenos induzem a proliferacao dessas células e o e-screen baseia-se nessa propriedade

(SOTO et al., 2006). Segundo Rajapakse (2004), de todos os ensaios utilizados para triagem
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de substancias quimicas com atividade enddcrina, o e-screen apresenta o maior nivel de
complexidade biol6gica, podendo isso ser considerado como um ponto de eficacia. Muitos
fatores devem ser considerados durante o planejamento experimental, desenvolvimento e
avaliacdo da combinacdo de efeitos estrogénicos e anti-estrogénicos por diferentes

mecanismos.

2.8. Atividade citotoxica em célula tumoral humana (MCF7)

O céancer corresponde a um grupo de varias doencas que tém em comum a
proliferacdo descontrolada de células anormais e que pode ocorrer em qualquer local do
organismo (TAVARES et al., 2007). As neoplasias vém sendo indicadas como a terceira
causa mortis mais freqliente no Brasil (INCA, 2008).

Varios fatores podem estar envolvidos no aumento da incidéncia do cancer, como o
envelhecimento da populacéo, sedentarismo, habitos alimentares pouco saudaveis, além de
fatores genéticos, ambientais e até mesmo inflamatdrios. Atualmente, sabe-se que existe
susceptibilidade diferencial a carcinogénese, em parte por diferengcas genéticas no
metabolismo do carcinégeno e/ou por variagdo na capacidade de reparo do DNA
(ANDRADE & PEREIRA, 2007).

Estudos com linhagens de células cancerosas identificaram uma variedade de
marcadores moleculares e mutagdes especificas que podem estar envolvidas na
patogénese do cancer. Essas mudancas incluem a hiperexpressao de oncogenes, delecao
de genes supressores tumorais ou perda da expressdo de genes supressores tumorais
(CROCE et al., 1999). Existem muitos outros fatores relacionados ao cancer, como perda de
heterozigoze, anormalidades na metilagdo do DNA, altos niveis de atividade da telomerase,
entre outros. Com o crescente interesse sobre essa area e as técnicas cada vez mais
avancadas, muito ainda esta para ser descoberto (APOLINARIO et al., 1997; FONG et al.,

1999; WRIGHT & GRUIDL, 2000; YATABE et al., 2000).

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 30




Revisdo da literatura

A grande incidéncia de cancer em todo mundo faz com que cada vez mais aumente
a busca de pesquisas e terapias, mais seguras e eficazes, para prevencao e combate do
mesmo. Apesar dos esfor¢cos desprendidos, o sucesso no tratamento de tumores tem se
mostrado discreto, devido ao grau de agressividade da doenca e os mecanismos de escape
das células neoplasicas, além da toxicidade causada dos agentes anti-neoplasicos
(OLIVEIRA et al.,, 2005). Continuam em expansdo as linhas de pesquisa para novos
compostos anti-neoplasicos e sua avaliagdo em varios sistemas tumorais e cultura de
tecidos, com o objetivo de selecionar compostos mais efetivos (FLORENCIO et al., 2007).
Métodos in vitro que medem o potencial citotoxico de drogas continuam sendo
desenvolvidos para uma avaliacdo mais sensivel da concentragdo que danifica
componentes, estruturas ou vias bioquimicas celulares, além de permitirem a extrapolacao
dos dados quantitativos as situacdes analogas in vivo (DEVIENNE, 2000).

Estudos sobre fitoterapicos na busca de substancias bioativas de origem natural vém
despertando interesses da comunidade cientifica e varios trabalhos tém sido publicados
confirmando atividades farmacologicas de ervas no tratamento do cancer (OLIVEIRA et al.,
2005). Muitas plantas tém sido utilizadas para o tratamento de cancer ao longo da histéria e,
atualmente, estdo aumentando as investigagbes sobre os mecanismos envolvidos nessas
atividades farmacologicas. No Brasil, esses estudos sdo importantes, uma vez que a
biodiversidade € extensa e uma parcela da populagéo, que vive em lugares especificos, nao

possui condi¢des financeiras ou acesso a assisténcia a saude (PESSOA et al., 2006).

2.9. Atividade anti-Leishmania
As leishmanioses sdo causadas por protozodarios do género Leishmania, afetando
mais de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo estimados de 2 a 3 milhdes de

novos casos a cada ano (SILVA et al.,, 2004; BHARATE et al, 2005). Estas doencas sao

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 31



Revisdo da literatura

consideradas um problema de saude publica, causando significante morbidade e
mortalidade na Africa, Asia e América Latina (ROCHA et al., 2003).

O tratamento das leishmanioses é dificil, devido a localizagcdo da forma infecciosa
dentro dos macréfagos. Os quimioterapicos disponiveis para o tratamento das leishmanioses
sdo, geralmente, caros, de dificil administracdo e requerem supervisdo clinica devido a
severidade dos possiveis efeitos colaterais (GRIMALDI & TESH, 1993). Extratos de plantas
e seus derivados podem representar uma fonte de novos agentes medicinais (CARVALHO &
FERREIRA, 2001; KAYSER & KIDERLEN, 2001) e a urgente necessidade de alternativas de
tratamento tem levado pesquisadores a realizarem triagens de produtos naturais para o uso
potencial na terapia das leishmanioses e infec¢des fungicas (BRAGA et al., 2007).

O Brasil é rico em plantas medicinais e atualmente muitas delas tém sido estudadas
para o tratamento de enfermidades causadas por protozoarios, como a malaria (CHAN-
BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001; KAYSER et al., 2003), doenca de Chagas (MUELAS-
SERRANO, 2000) e leishmaniose (ROCHA et al., 2005; KVIST et al., 2006). Tendo em vista
a magnitude da doenca e os problemas relacionados com a quimioterapia existente
atualmente (ALVES et al., 2003), se destaca a importancia dos estudos sobre a avaliagcao da
atividade leishmanicida de substancias extraidas de plantas utilizadas na medicina popular

brasileira.

2.10. Atividade anti-bacteriana

Em razdo do aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a mdultiplas
drogas, devido ao uso indiscriminado de anti-microbianos, surge a preocupagdo para a
descoberta de novas alternativas terapéuticas. Os produtos naturais sdo uma alternativa
muito relevante (LOPEZ et al., 2001), uma vez que sempre foram importantes para o

descobrimento de novas drogas para o tratamento de infec¢des (SILVA et al., 2007).
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Substéncias isoladas de plantas, cujas estruturas quimicas, com raras excecoes,
apresentam diferencas estruturais em relacdo aos antibidticos derivados de
microorganismos. Os agentes anti-microbianos isolados de plantas podem agir por diversos
mecanismos (ativacao ou bloqueio enzimatico, alteragdo de estrutura de membrana, acao
direta em nivel nuclear ou ribossomal, entre outros). Entretanto, a maioria das plantas
utilizadas na medicina popular com essa finalidade n&o teve sua potencialidade terapéutica

efetivamente comprovada (GONCALVES et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

“A neve e as tempestades matam as flores, mas nada podem contra as sementes”.
(Gibran Khalil Gibran)

Objetivos gerais

Estudar quatro espécies de plantas, pertencentes aos géneros Byrsonima e Indigofera,
relacionadas no Projeto BIOTA. Avaliar as atividades mutagénica dos extratos, fracoes e
substancias isoladas, além da atividade anti-bacteriana, citotoxica, anti-Leishmania (de
substancias com atividades citotdéxica e anti-bacteriana significativas) e fitoestrogénica de

substancias isoladas dessas espécies.

Objetivos especificos

B. crassa:

a) Avaliar as atividades estrogénica, anti-estrogénica e inibidora de aromatase da
amentoflavona, substancia isolada a partir do extrato metandlico dessa espécie, através do

ensaio e - screen;

b) Avaliar o potencial anti-bacteriano (difusdo em agar e microdiluicao), citotéxico e

anti-Leishmania da amentoflavona.
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B. fagifolia:

a) Avaliar a atividade mutagénica dos extratos, fracdes e substancias isoladas (acido
galico, galato de metila, acido quinico e o acido 3,4-digaloilquinico) através do Teste de

Ames;

b) Avaliar a atividade estrogénica, anti-estrogénica e inibidora de aromatase do acido

galico isolado dessa espécie através do ensaio e - screen;

c) Avaliar atividades biolégicas complementares do acido gélico e do acido quinico,
utilizando técnicas simples, para verificar o potencial citotéxico, anti-bacteriano e anti-

Leishmania.
. truxillensis:

a) Avaliar a atividade mutagénica dos extratos, fragcdes e substancias isoladas (indigo,
indirubina, kaempferol-3,7-diraminosideo) através do teste de Ames; realizar esses ensaios

também com a isatina;

b) Avaliar a atividade estrogénica, anti-estrogénica, inibidora de aromatase, citotoxica,
antimicrobiana e anti-Leishmania do kaempferol diglicosilado isolado a partir do extrato
metandlico dessa espécie;

c) Avaliar o potencial anti-bacteriano, citotoxico e anti-Leishmania indigo e indirubina.
Realizar os mesmos ensaios com a isatina (precursor biossintético dos alcal6ides indigo e

indirubina).
I. suffruticosa
a) Avaliar a atividade mutagénica dos extratos e fracbes através do teste de Ames;

b) Avaliar a atividade estrogénica, anti-estrogénica, inibidora de aromatase, citotoxica,

anti-bacteriana e anti-Leishmania da rutina.
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4. MATERIAL E METODOS

“Nenhum passaro voara alto demais se estiver voando apenas com suas proprias asas’.
(William Blake)

4.1. Droga vegetal: As folhas de B. crassa e B. fagifolia foram coletadas do Porto
Nacional do Estado do Tocantins - Brasil, pela Prof.2 Dr.2 Clélia A. Hiruma-Lima. A
autenticidade da amostra foi feita pelo Prof. Eduardo Ribeiro dos Santos, por comparacao
com arquivos do Herbario da Universidade de Tocantins. A exsicata de B. crassa esta
depositada sob o registro n.? 3377 e a de B. fagifolia esta depositada sob o registro n.? 6398.
As folhas de |I. truxillensis e . suffruticosa foram coletadas em Rubido Junior, na cidade de
Botucatu, SP - Brasil e identificadas pelo Prof.° Jorge Yoshio Tamashiro. A exsicata da
primeira foi depositada no Herbario da Universidade de Campinas, sob o registro numero

31.827 e da segunda, sob o niumero 129.598.

4.2. Extratos, fracoes e substancias isoladas: As espécies relacionadas nesse
trabalho (B. crassa, B. fagifolia, I. truxillensis e I. suffruticosa) fazem parte da relacdo de
plantas do projeto Biota - FAPESP. As extragbes foram realizadas no Laboratério de
Fitoquimica do Instituto de Quimica da UNESP - SP, sob a coordenacéao do Prof. Dr. Wagner
Vilegas.

a) B. crassa e B. fagifolia: Aproximadamente 2 kg de folhas de B. crassa foram secos,

triturados em moinho de facas e submetidos a exaustiva extracdo por maceragdo, em
recipiente com tampa, contendo inicialmente cloroférmio, por 48 horas, em temperatura
ambiente e sob agitacdo ocasional. Apds a filtracdo, o material remanescente foi extraido

com metanol, sob as mesmas condi¢cdes. Apds o processo de extragcao (figura 2), a solugéo
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extrativa foi filtrada em papel e o restante do solvente foi retirado sob pressao reduzida,
obtendo-se o extrato metandlico (158,3g ou 7,9%). Também foram utilizados 2kg de folhas
de B. fagifolia, os quais foram submetidos aos mesmos procedimentos de extragdo e
concentragao, sendo obtidos os extratos cloroférmico (47,3g ou 2,37%) e metandlico dessa

espécie (24,6g ou 1,23%).

DROGA VEGETAL
(Folhas)
MACERACAO < Solvente extrator
(Extragdo de contato) METANOL/CLOROFORMIO
- Temperatura ambiente

- Agitagao ocasional
FILTRAGCAO

SOLUGCAO CONCENTRAGAO
EXTRATIVA Retirada do solvente

Figura 2: Processos gerais para a obtencado dos extratos vegetais.

Uma porcao de 10g do extrato metandlico de B. crassa foi ressuspensa em agua e
extraida com acetato de etila (dgua/acetato de etila 1:1 v/v) em trés tempos, produzindo as
fracOes acetato de etila (4,89) e aquosa (3,09). Andlises posteriores por cromatografia em
camada delgada revelaram que os flavondides permaneceram basicamente na fracao
acetato de etila, enquanto os derivados de catequina e os taninos permaneceram na fracao
aquosa. A fracao acetato de etila (4,8g) foi dissolvida em 15mL de metanol e submetida a
centrifugagdo. O sobrenadante (4,1g) foi fracionado em coluna Sephadex LH-20 (57 x 3,0
cm d.i.), utilizando metanol como eluente. Foram obtidas 183 fracées de 20 mL cada uma,
as quais foram reunidas em 26 grupos apés analises por cromatografia em camada delgada.
O grupo das fracées 136-141 (com rendimento de 95¢) foi purificado em coluna de celulose

utilizando-se como eluente a mistura CHCI3 / Metanol (80:20 v/v), permitindo o isolamento de
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uma substancia que, quando aplicada em cromatografia em camada delgada e revelada
com NP/PEG, mostrou uma mancha de cor amarelo ouro, indicando que se tratava de um
flavondide. A analise realizada com deteccao por espectrometria de massas indicou um PM
de 538, compativel com a formula C3p Hig O19, 0 que sugeriu ser a estrutura um biflavonoéide.
Outras analises, utilizando ressonancia magnética nuclear e experimentos bidimensionais
HMQC e HMBC, além da comparacdo dos resultados com os dados da literatura
(AGRAWAL et al.,, 1989; HARBONE, 1996), confirmaram a estrutura como sendo a

amentoflavona (figura 3).

-
EXTRACAO Acetato de Etila/Agua 1:1 (v/V)
4_
VRNERERERRRRR e
Fragao Acetato Fracdo Aquosa
Flavondides Derivados de catequina e
taninos
<4—— Metanol
Descarte do _
sobrenadante «—___ |  CENTRIFUGACAO
COLUNA SEPHADEX LH-20
Metanol
vy
ELUICAO COLUNA DE CELULOSE
GRUPO FRAGOES 136-141 |——» CHCl; / Metanol 80:20 (v/v)

¢ ISOLAMENTO

Cromatografia em camada delgada
Métodos de deteccdo
Comparacao com dados da literatura

AMENTOFLAVONA

Figura 3: Isolamento da amentoflavona.

O mesmo procedimento foi realizado com o extrato metandlico de B. fagifolia. A
analise das fracdes 132-138 (83mg) do extrato metandlico de B. fagifolia em coluna de silica

gel (15cm x 1,0cm d.i.), empregando como fase mével a mistura de CHCI3/MeOH 85:15 (v/v)
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resultou no isolamento de um composto esverdeado apdés a revelacdo com
anisaldeido/sulftrico. A analise por RMN de 'H mostrou que este se tratava do &cido galico.
Na tentativa do isolamento dos derivados do acido galoilquinico foram empregadas varias
metodologias para isolamento de compostos polares como HSCCC e DCCC, no entanto,
nenhuma das técnicas mostrou-se efetiva. Alternativamente, avaliou-se a possibilidade do
isolamento destes compostos por HPLC preparativo. ApOs inumeras andlises
cromatograficas nas diferentes condi¢des, atribuiu-se como sendo a melhor separacao
empregando-se Coluna C18 Dynamax (250 x 41,1 mm d.i. x 8 um). A fase mével usada foi
acetonitrila (A) e agua (B) no modo gradiente: A 5% — A 23% (120 min); A23% — A 60%
(200 min); A60% — A100% (240 min) Fluxo de 15,0 ml min™'. Injetou-se 2mL da Fracéo

AcOEt (1,59) dissolvidos em 10 mL de agua, obtendo-se 27 fracoes.

As andlises de espectros de RMN 'H (mono e bidimensionais em DMSO-ds), RMN de
3C das fracoes F3, F4, F6, F8, F11 e F12 forneceram respectivamente acido galico, 3,4,5,-
triildroxibenzeno, acido 3,4-digaloilquinico, &cido 3,5-digaloilquinico, &cido 3,4,5-

trigaloilquinico ou pirogalol e acido 1,3,4,5-tetragaloilquinico (figura 4).

HO OH
OH o ° s 0
"SOR
. - . 1 3
Pirogalol ou 1,2,3-trihidroxibe nzeno
HO 3
OR; OR,
Oy . OH R;=R4=H, R,=R3=galoil, acido 3,4-digaloilquinico
N oO—
C R;=R,=H, R3=R4=galoil, acido 3,5-digaloilquinico
R;=H, R,=R3;=Ry=galoil, acido 3,4,5-trigaloilquinico
R;=R,=R3=R4=galoil, acido 1,3,4,5-tetragaloilquinico
HO OH
OH

acido galico

Figura 4: Estruturas das substancias isoladas de B. fagifolia e identificadas pela analise de espectros
RMN.
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Partes aéreas de |[. truxillensis (1,5kg) foram secas em estufa a 40°C por uma
semana, trituradas em moinho de facas e submetidas a extracdo por maceragdo com
cloroférmio e metanol sucessivamente, em temperatura ambiente. Apés filtracdo das
solugdes extrativas, os solventes foram retirados a 40°C sob presséo reduzida, obtendo-se
os extratos metandlico (110g ou 7,3%) e cloroférmico (43g ou 3,0%). O mesmo
procedimento foi realizado para /. suffruticosa, obtendo, a partir de 1,1kg de partes aéreas,
os extratos metandlico (30,3g ou 2,7%) e cloroférmico (13,69 ou 1,2%).

O extrato metandlico foi fracionado por cromatografia de permeacdo em gel (CPG)
utilizando Sephadex como adsorvente. As primeiras fracées coletadas foram reunidas e
denominadas “fr. inicial” (46,4 %). As fragdes intermediarias constituidas basicamente por
flavondides (manchas amarelas caracteristicas com revelador NP/PEG) foram reunidas e
denominadas “fr. flavonoides” (50,2 %). As fracdes finais eram coloridas (azul, rosa e tons de
marrom), caracteristicas dos indigdides presentes no género Indigofera, sendo reunidas e
nomeadas “fr. alcaldides” (3,2 %). A partir da purificacdo dessas fracbes foram obtidos os

constituintes mais importantes da espécie (figura 5).

Extrato MeOH
(3,0g cada coluna)

l CPG (13 repetigdes): Sephadex LH20, MeOH

100-130 fragoes (20mL)

CCD: si gel, BAW (65:25:15 v/v) e cloroférmio/MeOH/nPrOH
Agua (5:6:1:4, v/v, fase org.), anisaldeido sulfdrico e NP-PEG.

3 grupos
|
v
Fr. glicerolipideos | Fr. flavonoides | Fr. alcaléides
l centrifugagao CC, MPLC, HPLC-IR isocratico: Centrifugagéo e/ou
PVPP ou C18; MeOH e/ou CPG
Pinitol MeOH:4gua.
Sitosterol hﬁ
Indirubina indigo
v

Indoxil-O-B-D-glucopiranosideo (indicana)

\4
Kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosideo
Kaempferol-7-O-a-L-arabinopiranosideo
Kaempferol-3-O-a-L-raminopiranosil-7- O-a-L-raminopiranosideo
Kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosil-7-O-a-L-raminopiranosideo
Kaempferol-3-O-[a-L-arabinopiranosil-(2—1)-a-L-apiopiranosil]-7- O-a-L-raminopiranosideo

Figura 5: Esquema geral: processamento do extrato metandlico de /. truxillensis.
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O conjunto de técnicas cromatograficas de isolamento, associado a andlise de
espectros obtidos por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), juntamente com
experimentos de Espectrometria de Massas (EM), Infravermelho (IV) e Ultravioleta (UV),
levaram a identificacdo das substancias isoladas. O indigo foi caracterizado pela
comparacdo de Rfs (fatores de retengdo) por cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC) com padrao auténtico e por experimentos de EM, IV e UV. As fracdes
ricas (flavondides e alcaldides) foram avaliadas quanto a mutagenicidade, assim como
algumas substancias isoladas a partir das mesmas: indirubina, indigo (figura 6) e

kaempferol-3,7-diraminoideo (figura 7).

Figura 6: Estruturas quimicas da indirubina (A) e do indigo (B), principais alcaléides isolados de /. truxillensis.

R+ =oc-L-raminopiranji}
R,0

R; =a-L-raminopiranosil

Figura 7: Estrutura quimica do kaempferol-3,7-diraminosideo isolado do extrato metanolico de /. truxillensis.

O extrato MeOH de /. suffruticosa foi fracionado por CPG. As fragbes obtidas foram
analisadas por CCDC e reunidas em 3 grupos de fragdes ricas em: fr. inicial (45 %), fr.
flavondides (20 %) e fr. alcaldides (35 %). A purificacdo dessas fragdes possibilitou o
isolamento e identificacdo (RMN, EM, IV e UV) de compostos nitrogenados, de um ciclitol,
de flavondis glicosilados derivados da quercetina, do &cido géalico e de um esterdide

glicosilado, conforme demonstra a figura 8.
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Extrato MeOH
(3,0g cada coluna)

l CPG (13 repetigdes): Sephadex LH20, MeOH

100-130 fracoes (20mL)

CCD: si gel, BAW (65:25:15 v/v) e cloroférmio/MeOH/nPrOH
Agua (5:6:1:4, v/v, fase org.), anisaldeido sulfurico e NP-PEG.

3 grupos

|

! v
| Fr. glicerolipideos | | Fr. flavonoides | Fr. alcaléides
l CC:si gel CC, MPLC, HPLC-IR isocratico: Centrifugagao e/ou
— PVPP ou C18; MeOH e/ou CPG
Pinitol | Acido | MeOH:4gua.
Sitosterol v Indirubina
Acido galico indigo

Indoxil-O-B-D-glucopiranosideo (indicana)
6’-metoxi-2,5,6-triidroxiisiindirubina
Dioindol-3-O-B-D-glicopiranosideo
Alantoina

Indigotina-3- O-B-D-glicopiranosideo

\4
Quercetina-7-0O-B-D-glicopiranosideo
Quercetina-3-O-B-D-glicopiranosil-(2—1)-B-D-glicopiranosideo

Quercetina-3- O-B-D-galactopiranosil-(2—1)-B-D-xilopiranosideo
Quercetina-3-O-B-D-glicopiranosil-[(4— 1)-a-L-raminopiranosil]-(6—1)-a-L-apiofuranosideo
Quercetina-3- O-B-D-glicopiranosil-(6—1)-a-L-raminopiranosideo

Figura 8: Esquema geral: processamento do extrato metandlico de /. suffruticosa.
* gradiente de AcOEt/n-BuOH/H,0 3,8:1,2:5,0 - 3,5:1,5:5,0 (v/v), FM: fase orgénica; 850 rpm; fluxo 1 mL/min.

Na espécie [ suffruticosa hd maior quantidade de alcaldides bis-ind6licos
(principalmente indigo e indirubina, 35%) que em [. truxillensis (3%). Além disso, hd uma
maior diversidade de compostos nitrogenados em [ suffruticosa. Em relacdo aos
flavondides, I. suffruticosa apresenta derivados glicosilados da quercetina (29%), enquanto
em [. truxillensis os flavondides, também glicosilados, sdo derivados do kaempferol (50%).
Nos ensaios biolégicos, apenas as substancias isoladas em maior quantidade e aquelas
ainda nao descritas na literatura foram avaliadas. As estruturas das substancias isoladas das
espécies de Byrsonima e Indigofera e avaliadas nos ensaios biolégicos estao representadas

na figura 9.
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AMENTOFLAVONA R1 = a-L-raminopiranosill ‘

R,0

OH O

’ R2 = a-L-raminopiranosill

KAEMPFEROL-3,7-DIRAMINOSIDEO

RUTINA

ISATINA

ACIDO GALICO

INDIRUBINA

Figura 9: Estruturas das substéncias avaliadas nos ensaios biol6gicos.

4.3. Ensaios de mutagenicidade: Teste de Ames (Maron & Ames, 1983)

a) Extratos, fragcbes e substancias isoladas: Os ensaios de mutagenicidade in vitro

(Teste de Ames) foram realizados com:

-B. fagifolia: a) Extratos (metandlico e cloroférmico); b) fragbes do extrato metandlico
(acetato e aquosa); substancias isoladas (acido galico, galato de metila, acido quinico e o
derivado 3,4-digaloil quinico);

-1. truxillensis: a) Extratos (metandlico e cloroférmico); fragdes enriquecidas do extrato
metandlico (flavondides, alcalbides e glicerolipideos); substancia isolada (kaempferol-3,7-di-
raminosideo); foram testados os alcaléides indigo e indirubina (comuns as duas espécies de
Indigofera); foi testada também a isatina, uma molécula precursora de indirubina;

-I. suffruticosa: a) Extratos (metandlico e cloroférmico); b) fracées enriquecidas do

extrato metandlico (flavonédides, alcaléides e glicerolipideos); as massas das substancias
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isoladas nao foram suficientes para a realizacdo dos testes. A rutina nao foi avaliada pelo
teste de Ames.

b) Linhagens de S. typhimurium: Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e

TA102 de S. typhimurium, gentiimente cedidas pelo Dr. Bruce Ames, da Universidade
Berkeley, Califérnia, USA. A linhagem TA98 apresenta mutacdo no gene D (hisD3052), e
detecta compostos mutagénicos que deslocam o quadro de leitura do DNA. A linhagem TA100
apresenta mutacdo his G46 e detecta agentes que causam substituicdes, principalmente em
pares G-C. A linhagem TA102 contém a mutacédo no gene hisG, detectando agentes quimicos
e radiacdes, além de agentes cross-link, como a mitomicina C. A linhagem TA97a também
detecta mutagenos do tipo frameshift, apresentando mutacao no gene hisD6610 (MARON &

AMES, 1983).

¢) Manutencéo, estoque e caracteristicas genéticas: As linhagens foram estocadas

em tubos de congelamento (1,5mL) a -70°C, para manutencdo das caracteristicas genéticas.
Para cada 0,9 mL de cultura, foram acrescentados 0,1mL de DMSO (crioprotetor). As
caracteristicas genéticas das cepas foram verificadas antes da estocagem, de acordo com
as metodologias de Maron & Ames, (1983). O meio de congelamento e as técnicas de

verificagdo das caracteristicas genéticas estdo descritos no anexo | desse trabalho.

d) Preparo dos indculos: Com alca de inoculagdo, pequena quantidade de cultura

estoque foi semeada em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n®2), incubado a 37°C por 12-16 h,

com agitacdo de 160 g, de modo a obter densidade de 1 x10° bactérias/mL.

e) Meios de cultura e preparo da mistura S9: Todos os meios e reagentes foram

preparados de acordo com Maron & Ames (1983) e estdo descritos no anexo | desse
trabalho. Foi utilizada a fracdo microssomal S9 de figado de ratos induzidos com arocloror
1254, um indutor de enzimas (MOLTOX - USA). Esta fracao revela se o agente teste precisa

ser metabolizado para se tornar mutagénico. A fragdo liofilizada foram acrescentadas
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solucdes de MgCl, 0,4M, KCI 0,4 M, glicose-6P 1M, NADP 0,1M, tampao fosfato 0,2M e

agua destilada, todos mantidos em gelo durante o experimento.

f) Controles: O controle negativo foi feito com o solvente dos extratos vegetais
(DMSO). Os controles positivos, para confirmagcdo da reversdo, foram: 4-
nitrofenilenodiamina (NPD) para TA98 e TA97a (10ug/placa), azida sddica para TA100 (1,25
ug/placa) e mitomicina C para TA102 (0,5ug/placa). Nos ensaios com ativacao metabdlica,
foi utilizado 2-antramine para todas as linhagens (1,25ug/placa). Essas substancias foram

obtidas da Sigma.

0) Ensaios de mutagenicidade: Foi usada a metodologia de pré-incubacdo com e sem

ativacao metabdlica, desenvolvida por Maron e Ames (1983) - (figura 9). Diferentes
concentragdes dos extratos e fragdes dos vegetais foram misturadas a 0,1 mL de cultura de
bactérias e 0,5 mL de tampéo fosfato pH 7,4 (ou 0,5 mL da mistura S9 em ensaios com
ativacao metabdlica) e incubadas por 20-30 minutos a 37° C. As concentragées variaram
entre: a) B. fagifolia - 0,78 e 6,44 mg/placa para os extratos; 0,21 a 2,66 mg/placa para as
fracoes; 0,08 a 1,20 mg/placa para as substancias isoladas; b) I. truxillensis e I. suffruticosa -
1,25 a 7,5 mg/placa para os extratos; 0,12 a 1,5 mg/placa para as fragdes; 0,125 a 1,0
mg/placa para as substancias. Apds esse tempo, adicionou-se 2mL de agar superficie (“top
agar”) suplementado com tragos de histidina e biotina, se homogeneizou levemente e se
plagueiou em meio minimo glicosado. Apo6s solidificacdo do “top-agar”, as placas foram
incubadas por 48 h, a 37 °C. Apds esse periodo, foi realizada a contagem do numero de
colénias revertentes por placa. O ensaio foi realizado em triplicata em trés experimentos

independentes.

h) Andlise estatistica: Os dados foram analisados com o programa estatistico

SALANAL, elaborado e gentiimente cedido pelo Dr. L.Myers, do Research Triangule

Institute, Carolina do Norte, USA, através da Dra. Maria Inés Sato (CETESB). Este programa
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permite avaliar o efeito dose-resposta pela analise de variancia (ANOVA - Test F) entre as
médias do controle negativo e os testes, seguindo uma regressao linear. Foram também
calculadas as razdes de mutagenicidade (RM), que sdo a média do numero de revertentes
do teste (espontaneos + induzidos) dividida pela média de revertentes do controle negativo.
O teste foi considerado positivo quando a RM foi maior ou igual a 2, além de um efeito dose-
resposta significativo. O teste foi negativo quando ndo induziu aumento significativo de

revertentes e suas RM foram menores que dois.

Linhagem DMSO (controle negativo)

Mutageno (controle positivo)
Tampao fosfato (-S9) Composto Teste
Mistura S9 (+59) & ) ’

. g

Meio Top — Agar com tragos de Homogeneizagdo
histidina e biotina +—

Incubagao
30— 37°C

Meio Agar Minimo
Incubagao Glicosado
48 horas
37 °C
>
8

LEITURA
Contagem de col6nias
revertentes

Figura 10: Teste de Ames, sem e com ativagdo metabdlica.

4.4. Ensaios de atividade fitoestrogénica: e-screen (Villalobos et al., 1995)

Todos os procedimentos técnicos foram realizados no laboratério de Investigacdes
Biomédicas do Departamento de Medicina Ambiental da Universidade de Granada
(Espanha), sob a orientagdo dos pesquisadores Nicolas Olea, Marieta Fernandez e José
Manoel Molina. O método e-screen foi inicialmente descrito por Soto et al. (1992) e
modificado por Villalobos et al. (1995). Os ensaios denominados como “atividade
fitoestrogénica” compreenderam: atividade estrogénica, anti-estrogénica e atividade de

inibicdo de aromatase. O clone BUS foi utilizado para os experimentos, uma vez que essas
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células possuem maior expressao de receptores e, portanto, maior potencial de resposta as

substancias estrogénicas.

a) Substancias avaliadas: As substancias foram amentoflanova (B. crassa), acido

galico (B. fagifolia), kaempferol-3,7-diraminosideo (/. truxillensis) e rutina (I. suffruticosa).

b) Meios de cultura para células MCF7: O meio utilizado para a cultura de células

MCF7 foi o DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s medium. A composicao e o preparo
do meio estdo descritos no anexo Il desse trabalho. De acordo com a etapa experimental,
esse meio podia conter ou ndo o indicador vermelho de fenol. O soro fetal bovino (com ou
sem a presenca de estrogénios) foi acrescentado na ocasido do uso, na proporcao de 5 -
10%, constituindo o denominado “meio de cultura completo”. O soro fetal bovino, distribuido

em aliquotas, foi inativado antes da utilizagcéo (37°C, 1 h).

c) Cultura e subcultura de células MCF7: As condigdes de incubacao foram 37°C, sob

tensédo constante de CO; (5%), as quais foram consideradas como padrdo. As subculturas
foram realizadas a cada 5 dias. Nao foram utilizadas células com repiques superiores a 5,
uma vez que as ceélulas MCF7 (clone BUS) perdem seu potencial de resposta ao estrogénio
com repiques sucessivos. Apos a retirada do meio de cultura antigo, a garrafa foi lavada com
tampao PBS a 37°C. Foi acrescentado 0,5 mL de uma solugéo de 0,05% de tripsina e 0,01%
de EDTA (Sigma, St. Louis, MO, USA) e PBS, na proporcao 1:1 v/v para que as células se
desprendessem. Foram acrescentados 1,5 mL de meio de cultura completo, para inativacao
da tripsina e 3 gotas dessa suspensao celular foram transferidas para garrafas contendo 10
mL de meio. Submeteram-se as condi¢cdes padronizadas de incubacao das células até a

preparagao da préxima subcultura.

d) Estoques: O estoque foi feito a partir de uma subcultura normal, entre o terceiro e

quarto repique. Ap6s a lavagem com PBS, foram acrescentados 0,5 mL de solugdo de
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tripsina-EDTA/PBS e, apdés o desprendimento, foram acrescentados 10 mL de meio de
cultura completo. A suspensao celular foi centrifugada a 2000 rpm por 5 min, para a
obtencdo do pellet, ao qual foi adicionada a solu¢cdo de congelamento (6 mL de meio de
cultura, 3 mL de soro fetal bovino e 1 mL de DMSO). O volume final foi aliquotado em
ampolas de congelamento até o volume de 1,0 mL. Procedeu-se o congelamento gradativo

(-20°C por 3 h; -70°C por 3 h; nitrogénio liquido para estocagem definitiva).

e) Descongelamento de estoques: A ampola de congelamento retirada do nitrogénio

liquido foi submetida ao descongelamento gradativo. O conteudo foi colocado em tubo de
centrifuga estéril (15 mL) e lavado com 10 mL de meio de cultura completo (sob
centrifugacao a 1000 rpm). O sobrenadante foi descartado e, ao pellet, foi acrescentado 2
mL de meio de cultura completo. Foram transferidas 3 gotas da suspensao celular em
garrafas novas contendo 10 mL de meio, as quais foram incubadas nas condigdes

previamente descritas.

f) Obtencdo do soro livre de horménios: A retirada dos estrogénios do soro fetal

bovino é uma etapa importante. Os fitoestrogénios, chamados “hormdnios fracos”, tém acao
agonista ou antagonista ao estrogénio enddégeno. Na presencga de altas concentragdes de
estrogénio, inibem a proliferagdo celular, mas, na auséncia do mesmo, estimulam a
proliferacao de células em alguns tecidos (como é o caso das células de mama). No ensaio
de proliferacao celular é preciso que o soro esteja livre do estrogénio enddgeno.

A técnica consistiu em incubar 500 mL de soro a 56°C (banho-Maria) por 1 h para a
inativacao das proteinas plasmaticas. Aproximadamente 25¢g (5% do volume total de soro)
de carvao ativado (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) foi adicionado a 240 mL de
agua destilada e aliquotado em tubos de centrifuga em um volume de 40 mL cada um. A
suspensao foi submetida a centrifugacao (3000 rpm por 10’). Esse procedimento foi repetido

3 x com agua. Os sobrenadantes de lavagem foram descartados e substituidos pelo mesmo

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 48




Material e métodos
volume de uma solucdo de dextrana T70 (0,5% do volume total de soro), utilizando os
mesmos tubos de centrifuga. Apds a centrifugacao, descartou-se o sobrenadante e o soro a
ser tratado foi adicionado ao carvao-dextrana em cada tubo de centrifuga. A mistura carvao-
soro foi submetida a incubagdo a 37°C, sob agitacdo, por 1 h. Apds a centrifugacao, o
sobrenadante foi filtrado por 3x em filtro 0,22 p (Millipore) e estocado a -70°C até o momento

do uso.

g) Contagem de células MCF7: As garrafas apresentando crescimento celular

confluente foram utilizadas. Foi preparada uma suspenséao celular (conforme procedimentos
descritos anteriormente, utilizando meio completo com indicador), a qual foi ajustada para
obter a concentracdo de 4 x 10* células/mL. Foram distribuidas aliquotas de 1 mL de
suspensao celular/cavidade em placas de 24 cavidades. As placas foram incubadas nas
condicbes anteriormente descritas por 24 h. As etapas de preparacdo das placas e
incubacgao sao preliminares para todos os experimentos de e-screen (atividade estrogénica,

anti-estrogénica na presenca de estradiol e inibicdo de aromatase).

h) Preparo das substancias: Cada substancia foi inicialmente dissolvida em etanol

absoluto (solugcao estoque). A partir de uma aliquota da solugdo estoque, foram feitas
diluicbes seriadas para obtencdo das concentragdes, utilizando DMEM sem indicador
completo (5 a 10 % de soro livre de estrogénios). A concentracao final de solvente nao
ultrapassou 1 % do volume final/cavidade (VILLALOBOS et al., 1995). As concentragcdes
variaram entre 10°a 10° M, em um total de 5 concentracdes diferentes. Foram realizados 3

experimentos independentes, com 4 replicatas para cada concentragao.

i) Ensaio de estrogenicidade: O meio de cultura utilizado em todas as etapas foi o

DMEM sem indicador completo (soro livre de horménios). Apoés a retirada do meio de cultura
anterior, foram acrescentadas as dilui¢des das substancias. O controle negativo consistiu em

células e a concentracdo maxima de solvente em meio; O controle positivo consistiu em
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células na presenca de 17B-E» (107'° M) e meio. Apés 6 dias de incubacdo, a placa foi
submetida a técnica colorimétrica de sulforodamina-B para a determinacéo da proliferagéo
celular. Também foi elaborada uma curva dose-resposta de 17B-E> com 15 concentracdes,
variando entre 0,01 pM - 10nM, em quatro replicatas (VILLALOBOS et al., 1995). Os
resultados obtidos foram relacionados com a curva do 17B-E> em concentragdes 6timas
através do célculo dos parametros de atividade estrogénica (figura 10). As substancias com
atividade estrogénica foram reavaliadas na presenca de um antagonista conhecido (Pure
Antiestrogen ICI 182,780 - Astra-Zeneca Pharmaceuticals, London, United Kingdom), na
concentragdo de 10° M, para confirmacdo de mecanismo via receptor. Apds incubacédo por 6
dias, os mesmos procedimentos de leitura foram realizados e os parametros de proliferacao

calculados.

|) Ensaio de anti-estrogenicidade: A preparacdao do ensaio de anti-estrogenicidade

consistiu na mesma sequéncia de procedimentos para o0 ensaio de estrogenicidade, sendo
acrescentada, antes da incubacgao, a concentracao de 50pM/cavidade de uma solugédo de
17-B estradiol. Apds incubacdo por 6 dias, os mesmos procedimentos de leitura foram
realizados e os parametros de proliferacdo calculados para verificar se as substancias

tinham a capacidade de inibir a agao do estradiol in vitro.

k) Ensaio de inibicdo de aromatase: Esse ensaio consiste em uma modificagdo do

ensaio e-screen pela adicao de testosterona ao meio, uma vez que a atividade da enzima
aromatase € caracterizada pela conversao da testosterona em 17 B-estradiol, o qual induz a
proliferacdo celular. Foram adicionados 100 nM de testosterona ao meio de cultura na
presenca de diferentes concentracdes das substancias (10° a 10° M) e a resposta foi

avaliada pela determinagcao do aumento da proliferagéo celular.

l) Leitura das placas com sulforodamina B: O meio de cultura foi retirado e a placa foi

lavada com PBS em temperatura ambiente. Para fixacdo das células, foi utilizada uma
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solucao de acido tricloroacético 10 % (gelado) e a placa foi incubada a 4°C e auséncia de luz
(1 h). Depois desse intervalo, a placa foi lavada com agua de torneira em temperatura
ambiente e deixada em repouso para secagem. Em seguida, aplicou-se uma solugédo de
sulforodamina-B (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, MO, USA) a 0,4 % em &acido acético 1 %,
incubando-se por 30 min a 4°C na auséncia de luz. Ap6s lavagem com acido acético 1 %, a
placa foi deixada em repouso para secagem. Foram adicionados 500 plL/cavidade de
tampao base TRIS 10 mM (pH 10,5). O conteudo solubilizado foi transferido em 12 replicatas
para placa de 96 cavidades e a leitura foi realizada em leitor de ELISA (Titertek Multiscan
apparatus, Flow, Irvine, CA) em um comprimento de onda de 492 nm.

m) Analise dos dados: Apds a leitura das placas, foram determinados os parametros

de atividade estrogénica. Um dos parametros calculados foi o efeito proliferativo (EP), que
estabelece a taxa maxima de proliferacdo induzida pela substancia em células MCF7-BUS.
Esse parametro é obtido pela relagcdo entre a taxa de proliferacdo apresentada pela
substancia avaliada e aquela apresentada pelo controle negativo (apenas células, meio de
cultura sem vermelho de fenol com soro livre de estrogénios e solvente na proporgao
utilizada na maior concentragdo avaliada para os testes). Outro parametro estabelecido é a
chamada eficacia proliferativa relativa (EPR), que estabelece uma relacdo entre a taxa
maxima de proliferagcdo da substancia avaliada e taxa maxima obtida pelo 17 B-estradiol. O
resultado é expresso em porcentagem, estimando-se 100 % para a taxa do estradiol. Por
altimo, se estabelece também a poténcia proliferativa relativa (PPR), calculada como a
relacdo existente entre a concentracdo em que a substdncia apresenta sua maxima
capacidade proliferativa e aquela em que o estradiol apresenta seu maximo efeito
proliferativo. Os resultados também sao expressos em porcentagem, estimando-se 100 %
para o estradiol. Para os calculos desses parametros foram utilizadas férmulas e funcdes do
Excel. Posteriormente, os parametros obtidos foram submetidos a andlise de variancia

ANOVA (assumindo p<0,05) seguida pelo pés-teste de Dunnett (comparacao com o controle
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negativo). Os resultados (parametros) foram expressos pela média + desvio padrao de trés
experimentos independentes, quatro replicatas experimentais e doze replicatas de leitura. As
analises estatisticas e os graficos dose-resposta foram elaborados utilizando-se fung¢des do
Excel, Origin 6.0 Professional e Graph Pad Prism 5 (Graph-Pad Software Inc., San Diego,

CA, USA).

GARRAFA DE
CULTURA

Contagem das células

14— camara de Neubauer
Concentragdo celular
4 x 10 *células / mL

<4—— Plagueamento
Incubacdo preliminar ——— \
Retirada do meio de cultura
Adigéo das substancias a contendo estrogénios

serem testadas

<4—— Adigao de meio de cultura livre
de estrogénios

b
INCUBAGAO - 6 DIAS
PROLIFERACAO CELULAR ?

Lavagem com PBS

Acido tricloroacético

Sulforodamina B 0,4% em acido acético 1%
Lavagem com acido acético 1%

LEITURA - 492 nm
ANALISE ESTATISTICA
cALcuLos

Figura 11: Etapas do ensaio de proliferagédo celular (e - screen).

4.5. Ensaios de citotoxicidade (Skehan et al., 1990)

a) Substancias avaliadas: As substancias avaliadas foram: amentoflavona,

kaempferol-3,7-diraminosideo, rutina, além do acido galico e &cido quinico, indigo, indirubina
e isatina. Apbs a dissolucdo em DMSO, as substancias foram diluidas em meio para
atingirem, ap6s a aplicagao na placa, 8 concentracoes finais variando entre 3,9 e 500 pg/mL.
Concentracdes superiores se mostraram inviaveis ao teste devido a precipitacdo das

substancias.

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 52




Material e métodos

b) Cultura de células MCF7: As culturas de células MCF7 clone ATCC foram

processadas com a mesma metodologia utilizada para os ensaios de proliferacao, utilizando
somente meio de cultura completo com vermelho de fenol (DMEM com 10 % de soro fetal
bovino). Os repiques foram realizados a cada cinco dias em garrafas de cultura celular, a
partir de estoques elaborados conforme metodologia ja descrita para células MCF7 nos

ensaios e-screen. A composicao do meio e das solugdes estao no anexo Il

c) Preparacdo da suspensdo celular. Apés a lavagem da garrafa com PBS, foram

acrescentados 0,5 mL da solucao de tripsina-EDTA/PBS (1:1 v/v) para que as células se
desprendessem. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL de meio para a inativacdo da
tripsina. A suspenséo celular foi submetida a contagem em cadmara de Neubauer e ajustada
a uma concentragdo celular de 5 x 10° células/mL, utilizando meio de cultura completo.
Foram distribuidos 100 pL de suspensao celular/cavidade em microplacas de 96 cavidades,
proporcionando uma concentracéo final de 5 x 10° células/cavidade. As microplacas foram

incubadas a 37°C em condi¢6es padrao (24 h).

d) Curva de toxicidade do solvente: As substancias testadas foram previamente

dissolvidas em DMSO. Foi elaborada uma curva de toxicidade desse solvente em contato
com as células MCF7 clone ATCC. De acordo com a curva de toxicidade do solvente,
verificamos que o limite permitido no experimento seria inferior a 1 %. O gréafico de

toxicidade do DMSO se apresenta juntamente com os demais resultados desse trabalho.

e) Ensaio de citotoxicidade: Foram acrescentadas as diluicbes das substancias as

microplacas. Apds 24, 48 e 72 h de incubacdo (condicbes padrdo), as microplacas foram
submetidas aos procedimentos adequados para a leitura e determinacédo da citotoxicidade,
empregando a metodologia de sulforodamina-B (Skehan et al., 1990). Além dos testes,

foram realizados os controles: negativo (células e a concentracdo maxima de solvente em
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meio) e positivo (solugado de 20 ug/mL de doxorrubicina). Todos os testes e controles foram

feitos em seis replicatas, em trés experimentos independentes.

f) Analise estatistica e calculo da IC50: Foi elaborada uma curva dose-resposta

(absorbancia x concentragdes), com base nos tratamentos e no controle negativo. Os dados
foram submetidos a andlise de regressao linear, andlise de variancia (ANOVA) e pos-teste
de Dunnet, assumindo p < 0,05. A curva dose-resposta foi obtida na forma de grafico e a
IC50 calculada através da equacéao da reta entre os pontos. Foram utilizadas as fungcbes do
Excel, Origin 6.0 Professional e Graph Pad Prism 5 (Graph-Pad Software Inc., San Diego,

CA, USA).

4.6. Ensaios de atividade anti-Leishmania (Muelas-Serrano et al., 2000)

a) Substancias avaliadas: Somente as substancias com atividades significativas no

ensaio citotéxico foram avaliadas quanto ao perfil anti-Leishmania (isatina e &cido gélico). As

concentragdes variaram entre 7,8 e 500 pg/mL.

b) Ensaios: Os ensaios de atividade anti-Leishmania foram realizados utilizando a
técnica de MTT (sal de tetrazdlio) modificada, de acordo com Muelas-Serrano (2000).
Inicialmente, formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram cultivadas em meio
LIT (Liver Infusion Tryptose) a 24°C. A composi¢do e o preparo do meio estdo descritos no
anexo |V desse trabalho. As formas promastigotas em fase logaritmica de crescimento foram
contadas em camera de Neubauer e, em seguida, foi preparada uma suspensdo com 2
milhdes de parasitas/mL. Foram adicionados 100 uL de suspenséo por cavidade, em uma
placa de 96 cavidades, a qual foi imediatamente incubada por 1 h a 24 °C. As diluicdes das
substancias foram adicionadas em cada cavidade, ndo ultrapassando a concentracao
maxima permitida de DMSO (3 % v/v). Cada concentracéo foi testada em triplicata, em 3

experimentos independentes. A viabilidade de promastigotas foi determinada através da
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técnica colorimétrica de MTT (sal de tetrazélio), apdés 3 dias de incubacdo. O controle
positivo consistiu em uma solugao de pentamidina 5 pg/mL (capaz de reduzir a viabilidade
dos parasitas em cerca de 50 %). Para confirmagdo dos resultados obtidos pelo método
MTT, também foi realizada a “analise visual”’, que consistiu nha contagem dos parasitas em
camara de Neubauer, expressando a porcentagem de parasitas viaveis em relacéo ao total

de parasitas contatos.

c) Andlise dos dados: Foi elaborada uma curva dose-resposta com base nos

tratamentos e no controle negativo. Os dados foram submetidos a analise de regressao
linear, varidncia (ANOVA) e poés-teste de Dunnet, assumindo p < 0,05. A curva dose-
resposta foi obtida na forma de grafico e a IC50 calculada por meio da equacao da reta entre
os pontos. Foram utilizadas as fun¢des do Excel, Origin 6.0 Professional e Graph Pad Prism

5 (Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA).

4.7. Ensaios de atividade anti-bacteriana

Diversos métodos laboratoriais podem ser empregados para predizer a sensibilidade
in vitro de bactérias aos agentes anti-bacterianos, sendo aplicados em estudos pilotos de
novas substancias ativas. O ensaio de difusdo em Agar, primeiramente descrito por Kirby-
Bauer (1966), € um método que permite realizar uma triagem da atividade anti-microbiana
de extratos, substancias e outros derivados de drogas vegetais. O método de diluicdo em
tubos, primeiramente descrito por Jorgensen et al. (1999), é comumente utilizado na
avaliacao anti-microbiana de compostos quimicos, entretanto, consomem consideraveis
quantidades de substancia teste. Dessa maneira, técnicas espectrofotométricas de
microdiluigdo, utilizando um principio similar, porém, desenvolvidas em placas de 96
cavidades, possibilitam a utilizacdo de volumes reduzidos na determinacdo da concentracao

inibitéria minima de produtos quimicos. Tais técnicas permitem a analise de varios
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compostos e diferentes linhagens bacterianas simultaneamente, além de resultados mais
sensiveis (ELOFF, 1998).

a) Substancias avaliadas: As substancias avaliadas foram amentoflavona, acido

galico, acido quinico, kaempferol-3,7-diraminosideo, rutina, indigo, indirubina e isatina. Os
métodos utilizados foram difusdo em agar (NCLLS, 2003a) e microdiluicao em placas de 96
cavidades (NCLLS, 2003). As concentragdes das substancias variaram entre 7,8 a

1000ug/mL para as duas metodologias.

b) Cepas bacterianas e meios de cultura: Com base nos relatos populares sobre a

utilizacdo das espécies selecionadas nesse trabalho para o tratamento de disturbios
gastrintestinais (SANNOMIYA et al., 2005; CARDOSO et al., 2006), foram selecionadas
duas cepas bacterianas para realizacdo dos ensaios de triagem da atividade anti-bacteriana:
uma Gram positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923) e outra Gram negativa
(Escherichia coli ATCC 25922), geralmente associadas a infeccdes intestinais ou diarréias
(CACERES et al., 1990; AZEVEDO et al., 2007).

A composicdo e o preparo dos meios de cultura utilizados estdo no anexo Ill desse
trabalho.

c) Ensaio de disco-difusdo (NCCLS, 2003a): Trés colénias foram selecionadas da

placa de agar. A superficie de cada col6nia foi tocada com agulha e os micro-organismos
foram transferidos para um tubo contendo 4mL de caldo Mueller-Hinton (Difco) estéril. O
caldo foi incubado a 35 °C (24 h). A turbidez foi ajustada com tampao fosfato pH 7,2 de
modo a comparar-se com a escala padrdgo de McFarland 0,5 (1 x 10® UFC/mL). Para a
inoculagdo em placa, empregou-se um swab estéril, o qual foi mergulhado na suspenséao e
apertado firmemente contra a parede do tubo (para retirar o excesso de indculo). A
semeadura foi realizada esfregando-se o swab de maneira homogénea na superficie do

agar. Os discos de papel (Whatman n°1) foram impregnados com 20 uL das diluicbes das
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substancias. Apos a absorcao, cada disco foi pressionado de encontro a placa. Os discos
foram distribuidos de maneira que a distancia de centro para centro ndo excedesse 24mm.
As placas foram invertidas e colocadas em geladeira (4 °C, 2 h) e, em seguida, incubadas
em estufa a 35 °C. Como controle negativo, foi utilizado DMSO (5 %) diluido em caldo.
Como controle positivo, foi utilizada uma solu¢do de ciprofloxacina 35 ug/mL para as duas
linhagens bacterianas. Apos 24 h de incubacao, as placas foram examinadas. Foi observada
a presenca de crescimento confluente e halos de inibicdo uniformemente circulares. Os
didmetros dos halos de inibicdo do crescimento (analisados a olho nu) foram mensurados
(mm). A média e desvio padrao dos halos de inibicdo das replicatas (mm) foram obtidos

utilizando o programa Origin 6,0 Professional.

d) Ensaio de microdiluicdo - (NCCLS, 2003): Culturas de 24 h das duas linhagens de

bactérias, cultivadas em caldo Mueller-Hinton (Difco), foram transferidas para solugéo
tampé&o fosfato pH 7,2. A turbidez de cada suspenséo foi ajustada até a escala 0,5 de
McFarland (10® células/mL) e, em seguida, diluida na proporgdo 1:10 para atingir a
concentragdo de 107 células/mL, a qual foi utilizada nos ensaios. As cavidades da placa
foram preenchidas inicialmente com 80 uL de meio de cultura (caldo Mueller-Hinton estéril).
Em seguida, 100 pL das diluicbes de cada substancia foram devidamente aplicados nas
microplacas e, ao final, 20 yL de suspensao bacteriana. Além dos testes, foram realizados
0s seguintes controles: a) negativo (meio de cultura e bactérias); b) controle de solvente
(meio de cultura e DMSO a 5 %); c) controle de cor e esterilidade da amostra (para cada
uma das diluicdes das substancias). As placas foram incubadas por 24 h a 37°C e, apés
esse periodo, submetidas aos procedimentos de leitura.

Cada microplaca foi avaliada sob 3 parametros diferentes: a) leitura visual do
crescimento bacteriano; b) leitura espectrofotométrica em 620nm; c) adicao de uma solucao

de resazurina (5 pg/mL), utilizada como indicador de crescimento bacteriano. A CIM é
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determinada através da relacdo direta entre a absorbancia do crescimento bacteriano e
concentracdo da substancia testada. A CIM é definida, graficamente, como sendo a menor
concentragdo da substancia que induziu a um declinio no valor da absorbéancia, o qual foi
mantido nas concentracdes seguintes. A CBM foi determinada como a menor concentragéao
da substancia a partir da qual n&o foi verificado crescimento bacteriano apos repique do
microorganismo em meios isentos de substancia teste. A média e o desvio padrdo das
replicatas foram obtidos utilizando o programa Origin 6,0 Professional. Os graficos de
crescimento bacteriano foram elaborados utilizando o programa Graph Pad Prism 5 (Graph-

Pad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

“Comece fazendo o que é necessario, depois, o que é possivel. De repente, vocé estara fazendo o
impossivel”.

(Séo Francisco de Assis)

A Histéria mostra que a utilizacdo de fitoterapicos esteve presente em todas as
civilizagcbes e em todos os tempos, sempre trazendo grandes beneficios terapéuticos e
descoberta de novos conhecimentos (ROSA LIMA, 2006). A Fitoterapia consiste em uma
forma de terapia medicinal que vem crescendo muito nesses Uultimos anos, porém,
gradativamente, destacando-se em paises tecnologicamente desenvolvidos, que detém um
mercado extremamente lucrativo (YUNES et al., 2001).

Os estudos cientificos com espécies vegetais tém se revelado uma importante
atividade, ndo apenas académica, mas também econémica e social (SANTOS, 2006). No
Brasil, embora haja uma extensa diversidade natural e cultural, a maioria dos fitoterapicos
fabricados atualmente pela industria estd fundamentada somente no uso popular das
plantas, sem nenhuma comprovacao pré-clinica e nem clinica (YUNES et al., 2001). Apesar
do aumento das pesquisas na area, os dados disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das
plantas foram estudados quanto ao potencial medicinal (SOEJARTO, 1996). Grande parcela
da populacdo que utiliza plantas medicinais como recursos terapéuticos, muitas vezes
unicos, parece desconhecer todas as vantagens ou, até mesmo, 0s riscos relacionados a
essa pratica (ELVIN-LEWIS, 2001). E certo que, embora os estudos etnofarmacolégicos
orientem a pesquisa de muitas substancias de origem vegetal (YUNES & CALIXTO, 2001), é
necessaria uma avaliacdo cientifica dos riscos e beneficios da utilizacdo de plantas
medicinais, mesmo como remédios. As plantas, ricas em substancias estruturalmente

diversificadas, podem causar efeitos adversos (JIMENEZ et al., 2005). Devido &
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necessidade da descoberta de novas drogas, os estudos sobre os efeitos adversos dos
principios ativos vegetais tém sido intensificados (EBLING et al., 2005; MEI et al., 2005;
RIETJENS et al., 2005).

Apé6s uma analise desse contexto, é importante ressaltar a necessidade de se utilizar
a biodiversidade de maneira sustentada, sem prejudicar as reservas naturais da planta
medicinal ou torna-la susceptivel a extincado (ALLEMANN et al., 2002). No Brasil, a maioria
dos biomas ja se encontra em avancado estagio de devastacao, promovendo o risco de se
perderem muitas espécies vegetais, antes mesmo de serem quimica ou biologicamente
estudadas (SANTOS, 2006). O cerrado brasileiro, por exemplo, constitui uma area detentora
de rica e desconhecida biodiversidade, porém, estudos demonstram que 50% de seu
potencial ja foram destruidos (JEPSON, 2005) e que a destruicdo pode ser completa daqui a
alguns anos, se o ritmo de desmatamentos, queimadas e invasdes agricolas permanecer
como esta atualmente (MACHADO et al, 2004). Considerando que muitos estudos cientificos
com plantas estao direcionados para a descoberta de moléculas farmacologicamente ativas,
€ extremamente importante que os estudos fitoquimicos sejam acompanhados de ensaios
biolégicos, in vitro e in vivo, favorecendo a descoberta de protétipos de novos farmacos e
estabelecendo parametros que precederdao as avaliagGes pré-clinicas e clinicas (YUNES &
CALIXTO, 2001). Devido a complexidade da denominada “quimica natural”’, certamente
existem, ainda, muitas substancias de origem vegetal a serem estudadas (CANNEL et al.,
1998).

Com base nesse panorama geral, o presente trabalho foi fundamentado na avaliagao
de alguns riscos e beneficios da utilizagdo de espécies vegetais conhecidas popularmente,
pertencentes ao cerrado brasileiro, desde os extratos até as substancias isoladas a partir
dos mesmos. Esse direcionamento é muito importante, pois, considerando que a atividade
dos fitoterapicos tem alvos metabdlicos e quimicos paralelos, é possivel sugerir que a

sinergia entre essas substancias deve atuar também nas aplicacoes terapéuticas (YUNES et
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al., 2001). Nao parece adequado selecionar um dos compostos ativos, geralmente o mais
abundante e desprezar a mistura que, muitas vezes, pode ser mais efetiva e apresentar
efeitos diferentes daqueles observados com a substéncia isolada (BORRIS, 1997).

Em sintese, é imprescindivel que os estudos com plantas medicinais sejam
estimulados, ndo somente pelo esclarecimento a populacdo que as utiliza, mas também
porque se tem no Brasil uma riqueza de espécies ainda ndo estudada, a qual constitui uma
promissora fonte de novas drogas (VARANDA, 2006).

Considerando o carater multidisciplinar desse trabalho, com avaliacdo do potencial
mutagénico das espécies vegetais (como um efeito adverso), da atividade fitoestrogénica,
antitumoral e antiparasitaria (como efeitos farmacol6gicos), os resultados e discussdes
foram subdivididos em itens, para facilitar a compreensao dos mesmos. Esse trabalho é
integrante de um projeto tematico (Projeto Biota — FAPESP), com o titulo “Uso sustentavel
da biodiversidade brasileira: prospecc¢ao quimico-farmacoldgica em plantas superiores”, sob
a coordenacdo do Prof® Dr. Wagner Vilegas, do Departamento de Quimica Organica do
Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara. O projeto tematico envolve laboratorios com
varias linhas de pesquisa, que estdo realizando ensaios para a avaliacdo de diferentes
atividades biolégicas para compostos vegetais, entre elas, atividade antiulcera,
antiinflamatdéria, anti-microbiana, entre outras. Os resultados obtidos pelo grupo, até o
momento, direcionaram o0s temas, ensaios, plantas e substancias selecionadas nesse
trabalho, com o objetivo de complementar e contribuir com novas informacdes sobre as
espécies mais promissoras. Os estudos fitoquimicos das espécies avaliadas nesse trabalho
foram realizados no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Quimica Orgénica do
Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara, pelas doutoras Miriam Sannomiya, Tamara

Regina Calvo e colaboradores, sob a orientagéo do Prof® Dr. Wagner Vilegas.
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5.1. Avaliacao da atividade mutagénica

Os estudos de mutagenicidade e anti-mutagenicidade com plantas tém crescido
juntamente com o aumento do uso terapéutico e com o interesse em comprovar a eficacia
das mesmas nas mais diversas finalidades farmacolégicas (JIMENEZ et al., 2005). As
plantas constituem uma fonte inesgotavel de substancias quimicas e muitas delas podem
ser potencialmente mutagénicas e citotoxicas, ou, até mesmo, estarem relacionadas com o
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 (TAYLOR et al., 2003). Alguns estudos também
tém sido realizados com espécies da flora brasileira, utilizadas popularmente para o
tratamento de varias enfermidades. Segundo estudos realizados por Santos et al. (2006), o
extrato metandlico de Strychnos pseudoquina, uma espécie do cerrado brasileiro, utilizada
popularmente para o tratamento de Ulceras gastricas, apresentou efeito mutagénico in vivo e
in vitro. Varanda et al. (2002), verificaram que extratos de Brosimum gaudichaudli, utilizada
para o tratamento de vitiligo, apresentaram efeitos mutagénicos através de teste de Ames e
culturas de células CHO. Outra espécie vegetal, comum no nordeste brasileiro, chamada
Ocotea duckei Vattimo, com varias aplicacbes terapéuticas populares, entre elas,
antialérgico e antiplaquetario, também apresentou efeito mutagénico quando os extratos
foram avaliados (MARQUES et al., 2003). LOPEZ et al. (2000) avaliaram o extrato etandlico
de Ocimum basilicum, uma espécie utilizada sob a forma de infuso como anti-espasmadico e
carminativo, verificando seu potencial mutagénico in vitro. A triagem do efeito mutagénico in
vitro dos extratos de varias espécies vegetais ricas em flavondides, taninos e antraquinonas,
também foram realizados por FERREIRA & VARGAS (1999), que verificaram um potencial
mutagénico significativo. Entre elas, destacam-se Myrciaria tenella (Myrtaceae), Smylax

campestris Griseb (Smilaceae), Cassia corymbosa Benth (Leguminosae), entre outras.

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 62



Resultados e discussdo

Com base nesses estudos, podemos afirmar que os ensaios para a avaliagdo da
atividade mutagénica das plantas utilizadas pela populagédo, assim como suas substancias
isoladas, sdo necessdarios e importantes para estabelecer medidas de controle do uso
indiscriminado. Além disso, € preciso esclarecer os mecanismos e as condigcdes que
promovem o efeito bioldgico, antes que as plantas sejam consideradas como agentes
terapéuticos (VARANDA, 2006). Esse esclarecimento pode impedir que as plantas, quando
preparadas, possam tornar-se perigosas para a saude (SANTOS, 2006).

Para a avaliacdo da atividade mutagénica, existem varios ensaios, contudo,
destacam-se os estudos que utilizam o principio de mutacao génica reversa com Salmonella
typhimurium (Salmonella/microssome assay). Portanto, selecionamos o teste de Ames para
a realizagdo da avaliacdo da mutagenicidade in vitro, pois € uma metodologia de alta
reprodutibilidade para detectar substancias mutagénicas (MORTELMANS & ZEIGER, 2000;
RIBEIRO et al., 2004), além de ser reconhecido mundialmente por sua eficiéncia na
deteccdo de mutagcbes pontuais por diferentes agentes (SANTOS, 2006). Utilizamos as
linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102, capazes de promover uma triagem abrangente de
diferentes compostos mutagénicos primarios ou secundarios, com varios mecanismos de
acao (CHUNG et al., 2005).

No contexto do projeto Biota-FAPESP, B. fagifolia foi uma planta que se mostrou
promissora pois, além do seu potencial no tratamento de Ulceras, possui derivados do acido
galoilquinico, cujas estruturas sao indicadas para o tratamento de algumas infecgdes, entre
elas, pelo virus HIV. Por esse motivo, foi considerada no presente trabalho como uma
espécie significativa do género Byrsonima. Foram realizados os ensaios de mutagenicidade
in vitro, através do Teste de Ames, com o extrato metandlico (polar), cloroférmico (apolar),
além das fracdes obtidas a partir do extrato polar de B. fagifolia. A triagem da toxicidade dos
extratos foi realizada com concentracbes decrescentes de cada um deles, para todas as

linhagens, pois cada uma apresenta diferente sensibilidade. A maior concentragdo nao
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toxica para todas as linhagens foi o parametro de escolha das demais concentracdes
menores, ja que nos ensaios de mutagenicidade, é importante avaliar a menor concentragao
possivel de uma substancia capaz de causar alteracdes genéticas (VIANA et al., 2005). O
DMSO foi adicionado aos controles negativos de todos os experimentos, ja que todos os
extratos, fragoes e substancias isoladas foram dissolvidos nesse solvente, sendo importante
avaliar se 0 mesmo nao estaria interferindo na promocao da mutagéo reversa, favorecendo
“falsos positivos”.

Os resultados obtidos com os extratos metandlico e cloroférmico de B. fagifolia
(tabela 1) ndo evidenciaram efeitos mutagénicos em todas as linhagens utilizadas para os
ensaios (TA98, TA97a, TA100 e TA102). As concentracdes testadas variaram entre 0,81 e
6,44 mg/placa (extrato metandlico) e 0,78 a 6,25 mg/placa (extrato cloroférmico). Os indices
mutagénicos variaram entre 0,9 e 1,3.

As fragdes aquosa e acetato de etila, obtidas do extrato metandlico, também néo
apresentaram efeitos mutagénicos (para todas as linhagens) nas concentragdes testadas,
que variaram entre 0,21 e 2,66 mg/placa (aquosa) e 0,29 a 2,34 mg/placa (acetato). Os

resultados obtidos constam na tabela 2.
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Algumas substancias isoladas desse extrato também foram testadas, sendo elas:
galato de metila, acido galico, acido quinico e o derivado 3,4-digaloilquinico. Os ensaios
foram realizados com TA98, a qual foi selecionada para ensaios com substancias isoladas.
As substancias majoritarias, acido galico e galato de metila, ndo apresentaram efeito
mutagénico nas concentracdes testadas, que variaram de 0,08 a 1,20 mg/placa. Na maior
concentragdo, o galato de metila apresentou o indice de mutagenicidade 1,6, com
significancia estatistica em nivel de p < 0,01, o que caracteriza o chamado “indicio de
mutagenicidade”. O acido galico apresentou um perfil similar, com indice de mutagenicidade
de 1,8 na maior concentracao testada (sem metabolizagéo).

O acido quinico e o derivado galoilquinico foram testados com TA98, em
concentragdes que variaram entre 0,25 e 1,0 mg/placa. A atividade mutagénica foi negativa,
exceto para a maior concentracdo de &cido quinico (1,0 mg/placa), na qual foi observado o
indicio de mutagenicidade (IM = 1,7). A tabela 3 demonstra os resultados obtidos para as

substancias isoladas do extrato metandlico de B. fagifolia utilizando a linhagem TA98.
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Outros estudos revelaram que o acido galico e o galato de metila, substancias
presentes em B. fagifolia, ndo sdo mutagénicos em baixas concentra¢des. Ao contrario, sdo
antioxidantes e, portanto, podem ser candidatos a atividade antimutagénica, dependendo do
contexto bioldgico e da concentracdo considerada (BREINHOLT, 1999; CHEN & CHUNG,
2000; MARTINEZ et al., 2000; PEREIRA et al., 2005; BORA et al., 2005; ASOLINI et al.,
2006; CARDENO et al., 2007; ALVES et al., 2007). Quanto aos derivados do &cido
galoilquinico, existem poucos relatos na literatura sobre a relagao entre estrutura quimica e
atividades bioldgicas. O que se sabe é que essas substancias ja foram isoladas das folhas
de Guiera senegalensis e das cascas de Quercus stenophylla e Pystacia lentiscos, plantas
utilizadas como antitussigenos, antidepressivos, entre outras finalidades (DU PENHOAT et
al., 1998; FERREIRA & VARGAS, 1999; AMOS et al., 2001). Existe também a hipétese
relacionada ao potencial anti-HIV, embora ndo seja comprovada cientificamente. Esses
estudos, sem duvidas, sdo extremamente importantes para a elucidagdo dos riscos e
beneficios da utilizacdo dessas substdncias como candidatos a novos farmacos ou em
preparacgoes de utilizacdo popular, como infusées. Segundo estudos de Sticha et al. (1981),
o acido quinico apresentou efeito mutagénico no teste de Ames, porém em concentragdes
maiores do que aquelas avaliadas nesse trabalho (dose-dependente).

Os resultados obtidos indicaram a auséncia do efeito mutagénico no extrato
metandlico de B. fagifolia e, comparando com o mesmo extrato B. crassa (mutagenicidade
positiva), podemos sugerir que essa diferenca ocorra justamente pela composicao quimica
diferenciada das duas espécies. Segundo estudos previamente realizados com B. crassa,
verificamos que os derivados glicosilados da quercetina, predominantes nessa espécie, nao
apresentaram efeito mutagénico, porém a amentoflavona foi indicada como uma possivel
responsavel pelo efeito observado, a qual esta ausente em B. fagifolia (CARDOSO et al.,

2006; SANTOS, 2006).
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Um breve histérico dos resultados obtidos com B. crassa sera relatado (Cardoso et
al., 2006) evidenciando sua importancia no contexto do presente trabalho. O extrato
metandlico apresentou atividade mutagénica nos ensaios com a linhagem TA98 sem
ativacao metabodlica. Apds a metabolizacdo, a dose-resposta ainda foi significativa em
algumas concentragdes, porém os valores de RM foram menores ou préximos a dois. Com a
linhagem TA100, também houve dose-resposta significativa em auséncia de metabolizagéo,
porém, com valores de RM menores que dois. Nao foram observados resultados positivos
nas demais linhagens testadas, com ou sem ativacao metabdlica. Como somente o extrato
metandlico induziu mutagenicidade, procedeu-se a avaliacdo das fracbes aquosa e acetato
de etila, obtidas a partir desse extrato. Nao foram observados resultados positivos quanto a
atividade mutagénica, porém, a fracdo acetato apresentou valores de RM de até 1,7 e efeito
dose-resposta significativo em todas as concentragdes, sugerindo que compostos
responsaveis pela mutagenicidade estavam presentes nessa fragdo. Quanto as substéancias
puras avaliadas (quercetina-a-L-arabinopiranosideo, quercetina-B-D-galactopiranosideo e
amentoflavona), somente a amentoflavona apresentou atividade mutagénica consideravel,
em duas concentragdes testadas, com sinais de toxicidade na concentracdo 1,12 mg/placa.
Apo6s a metabolizagdo, permaneceu a atividade mutagénica, com pequena redugdo no
namero de colbnias revertentes nas mesmas concentracoes testadas sem S9.

Estudos fitoquimicos realizados com o extrato metandlico de B. crassa revelaram a
presenca, predominantemente, de derivados glicosilados da quercetina, amentoflavona,
acido gélico e galato de metila (substancias comuns ao género), além de pequenas
quantidades de catequina e taninos (SANNOMIYA et al., 2004).

Uma importante discussao levantada nesse trabalho (CARDOSO et al., 2006), foi
sobre o potencial mutagénico da quercetina (aglicona) e de seus derivados glicosilados.
Existem muitos estudos direcionados a elucidacao do potencial mutagénico de flavondides e

da quercetina (RUEFF et al., 1992; FERREIRA & VARGAS, 1999), uma vez que é uma das
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moléculas mais freqlientemente encontradas nos alimentos, principalmente em frutas.
Devido as divergéncias dos estudos de carcinogenicidade da quercetina realizados in vivo, €
importante salientar que essa molécula apresentou significativo potencial mutagénico em
ensaios in vitro, principalmente pelo teste de Ames (OKAMOTO, 2005). E possivel que essa
molécula promova mutagdes por mecanismos diferentes, como frameshift, substituicdo de
bases (MACGRAGOR, 1983), formacao de espécies reativas de oxigénio (GASPAR et al.,
1993), entre outros. Também ja foi relatado o efeito mutagénico in vivo, embora menos
acentuado (SILVA et al., 2002). A avaliagdo do potencial mutagénico da quercetina foi
decisiva para a compreensdo dos resultados obtidos com seus derivados glicosilados, os
quais apresentaram efeitos mutagénicos notavelmente reduzidos. Segundo uma revisao da
literatura, realizada por HEIN et al. (2002), a estrutura molecular do flavonodide esta
diretamente relacionada com sua atividade biolégica. Existem alguns fatores importantes
que interferem na reatividade de um flavondide, como numero de hidroxilas, dupla ligacao
entre os carbonos 2 e 3 do anel C, estar sob a forma de aglicona, ndo apresentar
polimeriza¢des, entre outros. Ainda referenciando sobre esse assunto, RIETJENS et al.
(2005), ressaltaram que a molécula de quercetina possui sitios estratégicos, entre eles, a
hidroxila presente no carbono 3 do anel C. A adicdo de um radical a esse sitio (ex: luteonina)
anulou o efeito mutagénico da quercetina. Analisando as estruturas dos derivados
glicosilados da espécie, verificamos que a glicolisagcao ocorreu justamente nesse sitio, o que
provavelmente promoveu a reducao do potencial mutagénico dessas moléculas.

Esses resultados foram muito importantes, pois direcionaram a continuidade dos
estudos com o extrato metandlico de B. crassa, além do enfoque no biflavondide
amentoflavona, provavelmente relacionado ao efeito mutagénico observado e que se
apresentou, no contexto do projeto Biota, como uma molécula promissora quanto as
atividades biol6gicas (seu potencial mutagénico é reduzido apds a metabolizacdo). Além

disso, nos permitiram sugerir que a auséncia de amentoflavona no extrato metandlico de B.
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fagifolia caracterizou sua mutagenicidade negativa, ja que os derivados glicosilados da
quercetina, em geral, ndo sao mutagénicos.

Alguns estudos recentes tém demonstrado diversas atividades biologicas da
amentoflavona, reforcando nosso objetivo de avaliar outras atividades biol6gicas dessa
substancia. Segundo estudos de Woo et al. (2008), a amentoflavona apresentou atividade
moduladora da expressdao de matrix metatoproteinase tipo | (MMP -1) em fibroblastos
humanos. Existe consideravel evidéncia de que a familia das metaloproteinases da matriz
desempenhe um papel importante no equilibrio da matriz extracelular, promovendo a
reabsorcéo fisiolégica do coldgeno e outras macromoléculas durante a remodelacado pds-
natal e, também, na reabsorcdo patolégica associada, por exemplo, a invasividade de
tumores malignos, a destruicao de articulagdes e até na resposta imunoldgica destrutiva do
tecido conjuntivo (FIGUEREDO et al., 2003). Outras atividades bioldégicas também foram
avaliadas, entre elas, o potencial anti-helmintico in vitro (SINGH et al., 2008), inibicdo do
herpes virus humano tipo | (HSV — 1) isolado de lesdes da cavidade oral (POSER et al.,
2007), atividade inibidora da DNA topoisomerase humana tipo | além de potente atividade
antitumoral (CARVALHO et al., 2007; CASTANHO et al.,, 2007). Outros estudos, ainda,
revelaram uma possivel relagdo entre a amentoflavona e a atividade antidepressiva
observada na utilizagdo de algumas plantas medicinais com essa finalidade terapéutica.
Essa acao estaria relacionada a capacidade moduladora negativa da amentoflavona e
outros biflavonéides sobre os receptores GABA A (RIBEIRO, 2000; HANRAHAN, 2003). Na
literatura também contam estudos que evidenciam a atividade inibitéria da amentoflavona na
biossintese de PGE,, COX-2 mRNA e a expressao de proteinas relacionadas (BANERJEE
et al., 2002; O’LEARY et al., 2004). Estudos ainda relacionados aos processos inflamatérios
evidenciaram que a amentoflavona e outros biflavonoides relacionados também podem inibir
a biossintese de FLA,, pertencente a uma familia de funcdes celulares diversas (CHEN et

al., 2006). Ainda quanto a inibicdo enzimatica, também se destacam na literatura os estudos
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de Pan et al. (2005), que comprovaram a atividade da amentoflavona sobre a catepsina B,
uma cisteina-proteinase que tem sido relacionada com muitas patologias, como artrite e
cancer. Segundo estudos de Kang et al. (2005), esse biflavon6ide também apresentou
interessante atividade neuroprotetora contra agressdes celulares promovidas por estresse
oxidativo, sugerindo um potencial agente terapéutico para doencas neurodegenerativas.

Apesar de todas as evidéncias sobre o seu potencial farmacolégico, € importante
ressaltar que, dependendo da concentracdo, a amentoflavona apresentou atividade
mutagénica in vitro, podendo causar danos ao DNA (UDDIN et al., 2004; CARDOSO et al.,
2006). Portanto, devido ao seu potencial farmacoldgico e também adverso (de acordo com a
concentragdo), ressaltamos a importancia dos estudos realizados nesse trabalho, com o
objetivo de levantar mais informacgdes cientificas a respeito dessa substancia.

Também foram realizados os ensaios de mutagenicidade in vitro, através do Teste de
Ames, com espécies vegetais do género Indigofera. Os ensaios com /. truxillensis foram
bastante detalhados, pois estavam disponiveis massas consideraveis de extratos, fragdes e
algumas substancias isoladas a partir do extrato metandlico. As espécies pertencentes ao
género Indigofera se destacam por possuirem alcaldéides majoritarios (indirubina e indigo).
Essa espécie, porém, se destaca pela grande quantidade de flavondides glicosilados
derivados do kaempferol.

Os ensaios de mutagenicidade incluiram uma triagem de dois extratos obtidos das
folhas de I. truxillensis: um polar (extrato metandlico) e outro apolar (extrato cloroférmico).
Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 (tabela 4). As concentragdes
testadas variaram entre 1,25 e 7,50 mg/placa. O extrato metandlico apresentou efeito
mutagénico na concentragdo 3,75 mg/placa e, com o aumento da concentragdo, passou a
demonstrar sinais de toxicidade. Com ativacao metabdlica (S9), esse extrato ndo apresentou
efeito mutagénico nas mesmas concentragcdes. Nas demais linhagens o extrato nao foi

mutagénico. O extrato cloroférmico também nao apresentou efeito mutagénico em todas as
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linhagens, com e sem ativacdo metabdlica (S9). Frente ao resultado obtido com extrato
metandlico de I truxillensis, direcionamos o0s ensaios com fragbes enriquecidas: com
alcaléides (FA), com flavonéides (FF) e uma terceira, rica em glicerolipideos (FG). As
concentragdes testadas variaram de 0,12 a 1,50 mg/placa (FA) e de 0,12 a 2,50 mg/placa
para as fracbes FF e FG. Os resultados nao demonstraram efeito mutagénico efetivo nas
concentragdes testadas (tabela 5). Na linhagem TA98, FA (1,50 mg/placa), induziu de
maneira significativa o numero de revertentes, com indice de mutagenicidade 1,7 e
significancia estatistica em nivel p < 0,01. A FF passou a apresentar indicios de
mutagenicidade a partir da concentracao 1,50 mg/placa, com indice de mutagenicidade 1,7 e
significancia estatistica em nivel p < 0,01, o que podemos considerar um indicio de
mutagenicidade. A FG nao apresentou efeito mutagénico em todas as concentracdes e
linhagens testadas. Apds a ativacdo metabdlica, as fragcdes ndo apresentaram efeito
mutagénico, com excec¢do da fragdo enriquecida de flavondides, na qual permaneceram
indicios de mutagenicidade (indice de mutagenicidade 1,6 e significancia estatistica em nivel

p < 0,05).

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 74




(4 (6002 /11/£2) 0SOPAVD &, VISSD)) - OPDAOINO(L 9P 250L,

-gpeplojuabelnw ap 82ipuj oe wapuodsa.lod sissjusled anus saloea sQ “(eoe|d/Brl Q) eupiwolw 0 :(eoe|d/Orl G2*1) BOIPOS EPIZE | [(BOR|d/Br GZ' L)

sulWelue-g ‘(eoe|d/Bri 0| eulEIPOUS|IUSIOIIU-F) AdN , :SOAIISOd S8|041u02 ((eoe(d/ M 00 — OSING) OAllEBBU 8]0J1U0D = () (0DIWIQ0IOND OleJIXe = 0D ‘00l|ouUBleW OJeliXe = HOBN
(9) 622 ¥ 2801 (P) 126 ¥ 9201 (q) e'6t ¥ 988 (©) 9'LLF VL6 (q9) 0’82 ¥ 19 () L'ZLF LLL (9) ¥'se ¥ €99 () 25°LL 7 809 oAisod ‘9
(60) 8'6 ¥ 902 (6'0) ¥'sL T €12 (60) L'e ¥ 2€El (e'1) 2y ¥ 691 (6'0) S’ ¥ G2! (6'0) 'S F 121 (6'0) 0’2 ¥ g€ (€1) S'2F 89 G‘L
(0°1) G'6 ¥ 922 (6'0) €L F 2€2 (6'0) G2 ¥ €€l (01) g'e ¥ 291 (6'0) 9'v ¥ 621 (6'0) 6'v ¥ 221 (6'0) Gk F2¢€ (L' 1'e¥€g S
(6'0)v'LLF6lE (6'0) 1'8 F 222 (6'0) 2'SF EVL @1)s'rFv9l (0'1) s'e ¥ g€l (6'0) 9'9 F 821 (L' s'L¥ee (L1't) o't ¥ 6y GL'¢
(6'0) L'ez ¥ LIg (60) 8'6 T 622 (6'0) 2'¥ F GEI (@1)0'9F 8yl (0'1) G's F6EL (L'H) ¥'0L F b1 (L' 9'eFor @H.LvFes G'C
(6'0) 2'SF€Ele (6'0) 6'6 T 222 (6'0)2'c F vl (L'1) 1's ¥ 891 (0°1) 'S F Lyl (L'H ey Fecl (6'0) L'y F €€ @1erFlg G2l
6'LL T €22 26 F2ve G'6 T Ghl 2V 9l G2 T 6EL G'LTIEL 02F9¢ LTTFEY 0
019
(Dot Fere | (1) 9'seF 082 (6'0) G'S T OVl (L' 0'SFELL (60) 091 F ¥EIL (1) 8'2 % 661 (L) L'EF 1G (£1)x0'G F G2 G,
(01) €'s ¥ 822 (L'1) 0'% ¥ ¥92 (6°0)9'LF Lpl (1'1)2'9 7 081 (0°L) L'9L F 2wl (L' osFspt (e'HevrFsr (81w k'9F L2 S
(1'1) 2'9F 8¢ge (L1) 0L ¥ 852 (0D 6'LLF 6L @1 0vTv6l (6'0) 8'9 ¥ LEI (L'DL2F LhL (e')ozFer (02)«x0'C ¥ /8 SL'e
(0°1) 0'LL F €22 (0°1) G'L ¥ ¥S2 (‘1) 0's F Gvl (1'1)9'2 F 981 (6°0) L'0L F 621 (LD L'eFevl (' 9sz78e (€1 L F 48 G‘c
(6'0)6'276le (L' oy ¥ Lz (0'H) G'¥L F IGL (L) '8 ¥ ¥81 (6'0) G2 ¥ LEL (L'1)o'sFevt (L'neex 1y (€1) 9'v ¥ GG G2'L
6L F £22 2'6F2re G'6 ¥ Ghl 2V T 91 G2 T 6EL G'L T IEL 02 F9¢ L2FEY 0
HO3
(6S*) 20LVL (6s-) 20LVL (6S+) 00LV L (6s-) 00LV L (6S+) BLEV L (6S-) BLBV L (6S+) 86V L (6S-) 86VL (eoejd/bw) oyuswejes

“B0I|0gRIaW

oedeAlle (S+) WOD 8 (BS-) WS ‘So0desjusdu0d SBLBA W SISUg|jixnJ) °| 8p Ssolelixa soe seisodxa (g0l V.1 @ 001VL ‘B/6VYL ‘86VL)

wnunwiydA} *S ap suabeyul we eoejd/seluslianal ap oJawnu op oeiped OINSEp F eipow ejad essaidxa apepiolusbelny ¢ ejageL

OPSSNISIP 2 SOPYPYNSTY,



9/ (6002 /11/£2) 0SOPAVD &, VISSD)) - OPDAOINO(L 9P 250L,

-apepioluabelnw ap a21pu) oe wapuodsallod sisajua.led a1jus saioeA s "(eoe|d/br G*Q) euoiwolw b ‘(eoe|d/brl Gg*1) BOIPOS BpIZE | :(eOR|d/BH G2)) sulwenue-g , ‘(eoeyd/ori 1
BUIWEIPOUS|IUBJOINU-1) AdN , :SOAISOod s8]04ju00 :(eoeld/ M 001 — OSING) oAlleBau 8j0au0d = ( :sospidijoisdl|b ep oedel) = B isepiguoAe)) 8p oedel) = 44 :sepigedje ap ogdel) = v

(@6z.¥280L | (P)L'26%9.0L | (q)€'er 988 () 9217116 (9) o'z 192 () L2LF L1L (@v'sereog | (e)es'ts ¥809 oamisod -9
(z't) 2'L 7 ss¢ (0‘T) 69 7 1SC (Z'1) 9’2751 [(Z'T)TOTF€LT | (O'T) T°9F €vT (6'0) 9’V ¥ 8€T (€T) 0’9 ¥ 6€ (v'T) T'v 7 Oov Gz
(1) 9's¥vse | (0°1) L'9F0Se | @'V LeF99L | (@) L'yLFest | (650)92F8EL | (W) ¥'8F+wL | (L'1)9'€FGE (€'1) 9'6 ¥ 6€ Gt
(e isFige | (0'Ve'sFave | (1) oeLFgol [ (L'L)eeLF+9L | (0'H)9'eFepl | (6'0)82Feel | (E'VSvFor | (W1)G'ELFey GL'0
(L'veorxoeg | (01927 /v2 | (0 o2zF6rL | (0D)2vFIGE | (0'DOvFerl | (6'009'vF8EL | (60)S L F0€ (L'1)e'sFee 8€'0
(LD rerFgee | (LD L2092 | (LKD) evFash | (1L L'ogF €9l | (6'0)e'sF el | (0L s'eLFert | (0°)) 9'EF LE (€°1) 9'v ¥ 8E 2o
F'ELFO0L2 L9l F6€2 0'GF evl G'ZF 8yl O'v F evl 087 vl L2F 1€ 12 ¥ 62 0
o4
(t1)ott ¥ vee | (0'1)€'8F05C | (6°0)6'LF2vT | (6°0)9'v ¥9€T | (T'T) 8L F1ST | (T'T)2'€¢F8ST | (9'T)+9V F6¥ | (6°T)%0'S F LS o'z
(Loerxeez | v 2Fove | (L'1)S9F#SLE | (0°1) 0'gFGSH | (0°1)6°6F9rL | (1'1)€6F9GL | (9°L).49F61 | (L'1).n6'VF0S Gl
(0°1) 1’2179tz | (6'0)e'cgFete | (L'L) #'2LF9SL | (6'0)2'eLFGrk | (0°L) L'SFovL | (6°0)9'€F8EL | (€1)G'LF OV (1) 0'v ¥ 2v GL'0
(6°0) ¥'LL¥902 | (8'0)G'2L¥86L | (0°1)S9FGrL | (60)S LFOovL | (6'0) L'eEFxevl | (6'0)02F2EL | (€1) L'8F 0¥ (¥'1) S'2F0v 8€0
(L'o'9xvez | (60)0'LLFeee | (0'V2vFsrl |(60)evLFvrl | (0°1)62FSkL [ (0°1)002F2yl | (6°0)6'GF0E (L'1)o'vFe2e %)
FELFO0L2 L'91 F6€2 0'GFevl GZF 8yl O'v F evl 08 F vl L2F 1€ l12F 62 0
44
(O'eLLFsvee | (€1)ozFole | (6'0000LF Lyl | (L'L)seF68L | (L'DOvFovL | (@) L'etFest | (1) 1'exsy | (L'1)..'6F2L Gl
(0°1) L'viFege | @1 6CLFvee | (6°0)9FFvil | (L'HOvFesl | (60)SyFeet | (0°1)9'8F9el | (6'0) L'LLF¥E | (0°L) §'L F ¥ GL'0
(o'r)e'6xvee | (1'1)9'teFose | (6'0)02Fert | (L'DL'exssL | (6'0)1'6F9¢L | (L'DOZ2F9rL | (0°1)0'9F9¢ (0°1) S'2FEY 8€'0
(6'0)S'v¥02z | (60) L'2F1ve | (6'0) L'exzel | (0°1)9exs9l | (6'0)9'9F9z)L | (0L SvFeel | (6°0)0'GFee (6°0) 0'v ¥ L€ 210
6'L1 ¥ 622 2'6F2re G'6FGhlt 2V FE9l G'ZF6EL G'LFIEL 0'2F9¢ L'TFEY 0
vd
(6s+) 20LVL (6s-) 2oLVl (6S+) 001V L (6s-) 00LV L (6S+) BLEV L (6S-) LBV L (6S+) 86V.L (6s-) 86V.L (eoejd/bw) oyuaweje. |

"edlloqelow ogdeAne (6S+)
W09 9 (6S-) Was ‘sagdeljusduod SelBA WD SISUs|(IXNJ] | 8p 0dljouelow olelixe op seodel) se seysodxa (g0l VL © 001VL ‘B/6YL ‘86VL)
wnunwiydA} " ep suabeyul we eoe|d/seluslanal ap oJawnu op oeiped oIAsep F elpaw ejad essaidxa apeplolusbeln|y G ejaqel

OPSSNISIP 2 SOPYPYNSTY,



Resultados e discussdo

As substancias isoladas majoritarias dessa espécie também foram testadas,
utilizando a linhagem TA98, com e sem ativagdo metabdlica. Considerando os estudos
fitoquimicos realizados pelo grupo, enfatizamos a presenca de derivados glicosilados do
kaempferol como substancias predominantes na FF dessa espécie. Dessa fragéo, foi
isolado um flavondide, o kaempferol-3,7-diraminosideo, o qual foi testado em
concentragdes que variaram de 0,063 a 0,5 mg/placa. Os resultados obtidos nos ensaios
realizados com o flavondide kaempferol-3,7-diraminosideo demonstraram indicios de

mutagenicidade nas maiores concentracoes testadas, com e sem metabolizacao (tabela 6).

Tabela 6: Atividade mutagénica expressa pela média + desvio padrdao do nimero de revertentes/placa
com a linhagem TA98 exposta a diferentes concentracdoes de kaempferol-3,7-dira, sem (-S9) e com
(+S9) ativacao metabdlica.

Tratamento (mg/placa) TA98 (-S9) TA98 (+S9)
kaempferol-3,7-diraminosideo
0 30+1,5 36 £4,0
0,063 34 +3,2(1,1) 42 +2,0 (1,2)
0,125 41 +1,2 (1,4) 52 +2,5 (1,4)
0,25 44 +2,0%(1,5) 54 +2,5%(1,5)
0,50 52 + 2,5 (1,7) 56 + (4,2)**(1,9)
C. positivo (@) 1067 +10,4 (b) 1031 + 20,1

0 = controle negativo (100 puL/placa de DMSQ); C. positivo = controle positivo: (a) NPD (4-nitro-o-fenilenodiamina 10 pg/placa); (b) 2-
antramine (1,25 pg/placa). Os valores entre parentesis representam os indices de mutagenicidade. ** p <* p < 0,05 0,01.

A denominada fracao enriquecida de glicerolipideos (FG), na qual foi identificado
basicamente, o sitosterol glicosilado, ndo apresentou efeitos mutagénicos. Estudos de
Wolfreys & Hepburn (2002) demonstraram, através de varios ensaios de mutagenicidade
com esterdides esterificados, que essas substadncias ndo ocasionavam danos ao DNA, in
vivo e in vitro. A andlise quimica desses fitoesterbides revelou a presenca de
estigmasterol, campesterol e sitosterol. Além de ndo apresentarem efeitos mutagénicos,

esses compostos estdo relacionados com a utilizacdo segura em outras aplicacdes
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biolégicas, como reducado dos niveis de colesterol plasmatico (KRITCHEVSKY & CHEN,
2005) e prevencao de diferentes tipos de cancer (AWAD & FINK, 2000).

A FA também foi testada e os estudos fitoquimicos identificaram a presenca de
indigo (indigotina) e indirubina. Os resultados evidenciaram indicios de mutagenicidade da
fracdo, porém, quando os alcaldides isolados foram testados, apresentaram efeitos
mutagénicos evidentes. Os alcal6ides foram testados com a linhagem TA98, com e sem
metabolizacdo, em concentra¢des que variaram de 0,125 a 1,0 mg/placa (tabela 7). Nos
ensaios sem metabolizacdo, o indigo apresentou indicios de mutagenicidade nas maiores
concentragdes testadas. A indirubina também apresentou mutagenicidade (indice de
mutagenicidade 2,1 na maior concentracao e significancia estatistica em nivel p < 0,01). A
isatina apresentou significativa mutagenicidade, com indice de mutagenicidade atingindo
3,7 na maior concentracdo testada. Apds a ativacdo metabdlica, o indigo apresentou
evidente efeito mutagénico, com indice de mutagenicidade atingindo 7,7 na maior
concentragao testada, o que o classificaria como um mutageno secundario. A indirubina

perdeu o efeito mutagénico ap6s a metabolizagdo, assim como a isatina.
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Resultados e discussdo

Existem relatos na literatura sobre a acao téxica e mutagénica dos alcaléides de
diferentes classes estruturais, isolados de espécies vegetais, in vitro e in vivo (POSER,
1987; RUITON et al., 1999; COSTA et al., 2006; ALVES et al., 2007).

O indigo natural é um pé de cor azul escura, encontrado em varias espécies vegetais,
inclusive, no género Indigofera (PANICHAYUPAKARANANT et al., 2005). E utilizado na
medicina tradicional chinesa (BENSKY et al.,, 1986) para o tratamento de infecgdes virais
(MAK et al., 2004), doencas respiratorias inflamatérias (KUNIKATA et al., 2004) e leucemia
(WU et al., 1979; WU et al., 1980; CHRISTINA et al., 2003).Também constitui um produto
industrial importante (GODOY & PRADO, 2004) e, antes de ser sintetizado, no século XIX,
era obtido exclusivamente de plantas (BALFOUR, 1998). Esse pd contém uma grande
quantidade de um corante azul, a indigotina (indigo) (ZHANG, 1983; CHEN & XIE, 1984),
porém as atividades biologicas citadas s&o atribuidas ao seu isémero de cor vermelha, a
indirubina (isoindigotina) (PANICHAYUPAKARANANT et al., 2005). Atualmente, o indigo
pode ser produzido com alto nivel de pureza e rendimento, sendo que o produto sintético
substitui, gradativamente, o produto extraido diretamente de espécies vegetais (BECHTOLD
et al.,, 2002). O corante alimentar indigo (indigotina) é amplamente utilizado em todo o
mundo, uma vez que é considerado um aditivo isento de efeitos colaterais e pouco absorvido
(SCHROEDER et al., 2005; JOHN & MACIAS, 2004). Até o momento, ndo ha relatos na
literatura que comprovem efeitos téxicos ou mutagénicos das substancias puras em
preparacdes de uso interno (ARAMBULA, 2003), porém, existem alguns estudos que
evidenciam os riscos de toxicidade cronica de alimentos ricos em aditivos dessa natureza
(HANSEN et al., 1966).

Em uma revisdo apurada da literatura verificamos que, realmente, os dados sobre o
potencial mutagénico do indigo e da indirubina sdo raros. Essa realidade reforgou a
importancia dos resultados obtidos, uma vez que acrescentaram informacodes interessantes

sobre essas moléculas. Segundo estudos de Rannug et al. (1992), que avaliaram extratos
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de jeans e a substancia pura, foi possivel observar os efeitos mutagénicos do indigo em
TA98 (+S9). Segundo esses autores, o histérico de mutagenicidade do indigo, de acordo
com a literatura, € escasso e contraditério. Em concordancia com os estudos de Jongen &
Alink (1982), Hesbert et al. (1984) e Rannug et al. (1992), também foi possivel evidenciar
potencial mutagénico do indigo puro na linhagem TA98 (+S9). Klarpiuk et al. (1984), também
avaliaram o potencial téxico e mutagénico do indigo carmine em sistema bacteriano (E. coli)
e em ratos, com o objetivo de encontrar um intervalo de seguranca na utilizagao industrial do
corante. Estudos muito recentes, utilizando células MCF7 e o ensaio de cometa,
evidenciaram o efeito deletério do indigo carmine sobre 0 DNA (MASANNAT et al., 2009).
Os estudos de SCHROEDER et al. (2005) contribuiram para o levantamento de possiveis
explicagdes sobre os resultados obtidos e aos dados da literatura. Existe a informagéo de
gue o indigo causa intoxicacdo e hepatoxicidade cronica, mas os mecanismos ainda ndo séo
elucidados (HANSEN et al., 1966). Segundo Schroeder e seu grupo, o indigo sofre uma
biotransformagéo hepatica, conjugando-se com fosfolipidios. Essa conjugacdo aumenta sua
lipossolubilidade, favorecendo seu acumulo em tecidos adiposos e aumentando os riscos de
sua acao toxica. Extrapolando essas informacdes para os resultados obtidos in vitro, no qual
observamos efeito mutagénico apds a metabolizagdo, poderiamos sugerir que 0 aumento da
lipossolubilidade do indigo, ap6s sua metabolizagao, favoreceria a entrada da molécula no
ambiente celular e, conseqiientemente, o seu contato com o DNA. Ja foi descrito
anteriormente que alguns alcaléides sdao comprovadamente mutagénicos, por varios
mecanismos (POSER, 1987; RUITON et al., 1999; COSTA et al., 2006; ALVES et al., 2007).
Porém, no caso do indigo, a biotransformacdo hepatica seria fundamental para que se
tornasse um mutageno secundario. Antes da metabolizacdo (sem adicao da fracao S9), o
indigo apresentou apenas indicios de mutagenicidade, comprovando, adicionalmente, a
importancia da biotransformagcdo para que seja mais facilmente absorvido ao ambiente

celular.
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A indirubina ja foi estudada quanto a sua aplicagdo no tratamento de leucemias,
inclusive, na medicina tradicional Chinesa (HAN, 1988; TANG & EISEMBRAND, 1994; HAN,
1995; HOESSEL et al., 1999). Ainda na linha de investigacao de novas terapias contra o
cancer, se destacam os dados de Libnow et al. (2008), que avaliam derivados de indirubina
em diversas linhagens tumorais humanas. Também se tem demonstrado outras atividades
terapéuticas de derivados sintéticos da indirubina, como inibicdo de HIV-1 (HEREDIA et al.,
2005) e tratamento de enfermidades autoimunes (ZHANG et al., 2007), entre outras.

Apesar de serem isémeras, essas moléculas apresentaram resultados diferentes no
Teste de Ames. O indigo demonstrou ser um mutdgeno secundario potencial, enquanto a
indirubina, ap6s a adicdo da fracao S9, perdeu esse efeito. Embora ndo existam relatos
sobre a mutagenicidade da indirubina avaliada através do Teste de Ames, poderiamos
sugerir que possua um metabolismo hepatico diferenciado, o que garantiria sua
detoxificacdo. Essa informacédo € importante quando associada a aplicacao in vivo dessa
molécula. Segundo estudos clinicos do Indirubin Cooperative Group (1980), o tratamento
com indirubina em pacientes com leucemia mielocitica crénica nas doses didrias de 300-
450mg mostrou completa diminuigdo em 26% e parcial diminuicao em 33,4% dos 314 casos,
mostrando baixa toxicidade e poucos efeitos colaterais (VIEIRA et al., 2007). Uma molécula,
cuja metabolizagdo hepatica reduz ou inativa seu potencial mutagénico, possui mais um
forte indicio de seguranca na sua utilizacao.

E importante recordar que essas moléculas (indigo e indirubina), as quais
apresentaram efeitos mutagénicos interessantes quando isoladas, nao refletiram o mesmo
efeito quando misturadas na fracéo enriquecida de alcaldides. Isso reforca, mais uma vez, a
informacao de que o sinergismo entre as moléculas, em uma mistura, pode resultar em
efeitos dificeis de serem elucidados, ou pelo menos, muito diferentes daqueles observados

com as substéancias puras (BORRIS, 1997; YUNES et al., 2001).
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A isatina é uma molécula muito utilizada como precursora na sintese de diversas
substancias biologicamente ativas, como, por exemplo, as tiossemicarbazonas, utilizadas
como antitumorais, antiparasitarias, entre outros (GOES et al., 2005). Na literatura constam
alguns estudos que comprovam suas atividades biolégicas. Existem evidéncias sobre a
eficacia da isatina ou de seus derivados sintéticos contra SARS coronavirus e HIV (CHEN et
al., 2005; BAL et al.,, 2005), antitumoral (VINE et al., 2007; HOU et al.,, 2008),
anticonvulsivante e inibidora da MAO (SRIDHAR et al., 2002; OGATA et al., 2003),
estimulante de NO sintetase e inibidora de COX-2 em macréfagos murinos (MATHEUS et
al.,, 2007), entre outras. Isatina € um dos precursores da biossintese e da sintese dos
alcaléides bis-indélicos encontrados nas espécies de Indigofera (CALVO, 2007).

N&ao existem relatos na literatura sobre a avaliagdo do potencial mutagénico da isatina
utilizando o teste de Ames. Ha um estudo realizado em 2005 por Cerchiaro e colaboradores,
que sintetizaram derivados de isatina e um deles (C19H1sN6O2S) apresentou mutagenicidade
evidente nas linhagens TA100 e TA102. Porém, apds metabolizagdo, o efeito mutagénico
anteriormente avaliado ndo foi detectado. No presente trabalho, direcionamos os testes de
substancias puras somente a linhagem TA98, uma vez que nos interessava refletir os
resultados obtidos no extrato da espécie vegetal. Ainda que a isatina ndo seja encontrada
na espécie vegetal avaliada, € um precursor sintético de indigo e indirubina, sendo também
avaliada nesse contexto. Observamos, nos resultados obtidos, o potencial mutagénico da
isatina também na linhagem TA98, o qual desapareceu apdés a adicdo da fracao
microssomal S9. Esses resultados foram interessantes, uma vez que a isatina apresentou
atividades significativas em outras atividades bioldgicas. A tabela 7 mostra os resultados
obtidos com os alcaléides presentes nas duas espécies e a molécula precursora da
biossintese vegetal e sintética, isatina.

Alguns trabalhos realizados com /. suffruticosa ja constam na literatura, evidenciando

sua utilizacao popular na forma de infusbes ou decocgdes indicadas para o tratamento de
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enfermidades infecciosas, inflamatérias, entre outras (MATOS, 1999). Sob o ponto de vista
cientifico, existem dados que também demonstram sua aplicacdo terapéutica como
antitumoral (VIEIRA et al., 2006), antimicrobiano e antifungico (LEITE et al., 2006). E
evidente, também, a necessidade de se avaliar os riscos e beneficios da utilizacdo de
plantas na terapéutica popular e, no caso de preparagdes com /. suffruticosa, ja esta
documentado o risco de embriotoxicidade dos extratos aquosos das folhas dessa planta em
ratos (LEITE et al., 2004). Dessa forma, o estudo fitoquimico detalhado realizado pelo grupo
de projeto BIOTA e a necessidade de se investigar os riscos da utilizagcdo popular da
espécie fortaleceram o interesse em elucidar seu potencial mutagénico.

Os ensaios de mutagenicidade realizados partiram de uma triagem dos extratos, um
polar (metandlico) e um apolar (cloroférmico). As linhagens utilizadas foram TA98, TA97a,
TA100 e TA102 (tabela 8). As concentragcbes testadas variaram de entre 1,25 e 7,50
mg/placa. De uma maneira geral, os extratos ndo apresentaram efeito mutagénico nas
concentragdes testadas. O extrato metandlico apresentou indicios de mutagenicidade na
linhagem TA98, sem metabolizacdo (indice de mutagenicidade 1,8 e significancia estatistica
em nivel p < 0,01).

As fracdes de flavondides, alcaldides e glicerolipideos do extrato metandlico de /.
suffruticosa nao apresentaram efeitos mutagénicos nas concentracées testadas (0,12 — 1,50
mg/placa). Foram apenas observados indicios de mutagenicidade na FA (-S9), com indice
de mutagenicidade 1,9, e FF (-S9, +S9), com indices de mutagenicidade 1,9 e 1,5,
respectivamente (tabela 9).

Uma vez que os estudos fitoquimicos revelaram a presenca de derivados glicosilados
da quercetina na fragao de flavondides do extrato metandlico, retomamos, de uma maneira
geral, a discussao ja apresentada para B. crassa. Além disso, a quantidade de flavondides
presentes nessa espécie € menor do que aquela encontrada em . truxillensis (tabela XIV,

anexo X). De acordo com as discussdes anteriores sobre a quercetina, ressaltamos que
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essa molécula é reconhecida por sua capacidade de causar mutacdes no DNA através de
diferentes mecanismos (MACGRAGOR, 1983; GASPAR et al., 1993; SILVA et al., 2002).
Porém, os derivados glicosilados da quercetina ndo apresentam o mesmo potencial
mutagénico, uma vez que algumas caracteristicas estruturais interferem no efeito observado
(HEIM et al., 2002).

Embora a fracdo de alcaldides de [ suffruticosa tenha maior concentragdo de
alcal6ides bis-inddlicos, ndo foi possivel detectar efeito mutagénico na FA, assim como
ocorreu em |. truxillensis. A fracao de glicerolipideos, com a mesma composicao quimica nas
duas espécies, também apresentou mutagenicidade negativa em ambas. Como ja
mencionado anteriormente, essas fracbes possuem, basicamente, esterdide glicosilado,
molécula ja conhecida como ndo mutagénica (WOLFREYS & HEPBURN, 2002).

A diferenca do perfil mutagénico dos extratos metandlicos das duas espécies de
Indigofera pode estar associada a concentracao diferencial de flavondides (embora sejam
derivados glicosilados diferentes, sdo mais abundantes em /. truxillensis). Essa hipbtese se
fortalece frente aos resultados obtidos com a fragcao de alcal6ides das duas espécies, apesar
dos efeitos interessantes obtidos com os alcalbides testados isoladamente.

Em resumo, ressaltamos que a sinergia entre as substancias é extremamente
importante quando consideramos a mutagenicidade do extrato final e das substancias
isoladas (BORRIS, 1997; YUNES et al., 2001). Além disso, a diferenca do perfil mutagénico
das espécies de Indigofera avaliadas nesse trabalho também pode estar relacionada com os
perfis distintos de seus flavondides (ndcleo fundamental e concentracdo), ja& que os

alcal6ides sao os mesmos (indigo e isatina, embora em concentragdes diferentes).
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5.2. Avaliacao da atividade fitoestrogénica

Existe uma grande evidéncia epidemiolégica de que a dieta alimentar esteja
relacionada ao desenvolvimento do cancer de mama, sendo um fator importante em sua
etiologia (OLEA et al., 1999). Essa idéia fortalece o foco da quimioprotecao, estimulando
varios grupos de investigacdo a buscarem constituintes no meio ambiente e na dieta com
propriedades anti-cancer (ANDROUTSOPOQULOS et al., 2009). Entre os agentes utilizados
na quimioprotecdo se destacam os moduladores seletivos de receptores estrogénicos
(SERM’s), os inibidores de aromatase, entre outros.

O interesse por derivados de plantas com potencial estrogénico tem aumentado e
existem muitos estudos sobre os efeitos dos mesmos no tratamento de doencas
cardiovasculares, sintomas da menopausa e prevencao de cancer (CORNWELL et al, 2004).
Também existem dados epidemiolégicos que sugerem que os canceres de mama e prostata
sd0 menos incidentes nos paises asiaticos, devido a maior ingestao de fitohorménios na
dieta (MOGHADASIAN, 2000; STROHECKER et al., 2004).

Os fitoestrogénios sdo fendis que apresentam acdo estrogénica através da ligagéo
aos receptores estrogénicos. Sao varios 0os mecanismos pelos quais essas moléculas
podem exercer sua agao, incluindo propriedades anti-proliferativas, modulagédo de enzimas
envolvidas na esteroidogénese e proteinas de ligacao, indugao da apoptose e provavel agao
anti-angiogénica (WAGNER et al.,, 2001). Ja foi demonstrado que, na auséncia de
estrogénio, essas moléculas possuem efeito estrogénico fraco, ao passo que, na presencga
de estrogénio, podem exercer acdes antagbnicas, sugerindo mecanismo competitivo pelo
receptor (OLIVEIRA et al., 2006).

Existem substéancias, classificadas como flavondides, que possuem a caracteristicas
fitoestrogénicas. Os mais freqlientemente estudados séo os iso-flavondides, os quais podem
modular a resposta estrogénica in vitro (MICSICEK, 1993) e em vivo (FABER & HUGHES,

1993). Estudos realizados com populacdes cuja dieta é rica em fitoestrogénios sugerem que
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estas substancias possam atuar como fatores de protecdo contra as neoplasias hormonio-
dependentes, embora esse mecanismo ainda nao seja esclarecido na integra (BREINHOLT,
1999). Existem evidéncias recentes sobre outras classes de flavonoides (além das
isoflavonas) com atividade fitoestrogénica (MICSICEK, 1994). Essas substancias sao
amplamente distribuidas nas dietas, principalmente aquelas onde predominam vegetais e
frutas (DOLL, 1990).

A aromatase € uma enzima da familia do citocromo P450 que catalisa a conversao de
androgénios em estrogénios, agindo como moduladora da sintese desses horménios
principalmente apés a menopausa, periodo em que ha reducao da atividade ovariana. Nessa
fase, a supra-renal passa a ser a principal fonte de esterdides sexuais, produzidos na forma
de androgénios, que sdo convertidos pela aromatase (também conhecida como estrogeno
sintetase) em tecidos periféricos (PUROHIT et al., 2002). Embora essa enzima seja
predominante no tecido periférico (principalmente adiposo), ela também esta localizada no
interior de células de carcinoma mamario e acredita-se ser responsavel pelo aumento na
taxa de proliferacdo desse tumor (PRICHARD et al., 2003). Ja foi demonstrado que as
concentragdes de estradiol no cancer de mama podem estar até 20 vezes maiores que as
taxas normais, o que reflete uma grande atividade da aromatase nessa neoplasia (SUN et
al., 1997). Os inibidores da aromatase determinam, dessa forma, diminuicdo nas
concentragdes de estrogénio, fato que se destaca no cenario da prevencdo do céancer
mamario, principalmente em mulheres que estdo no periodo pés-menopausa (OLIVEIRA et
al., 2006). Estudos cientificos, in vitro ou in vivo, devem ser realizados para que essas
informacdes possam ser devidamente interpretadas e confirmadas (ROSA LIMA, 2006). A
base da metodologia e-screen é a capacidade de detectar substancias capazes de inibir ou
induzir a proliferacdo de células estrogeno-dependentes de acordo com a concentracéo de
estrogénio endogeno presente. Com esse propésito, foram utilizadas nos experimentos as

células MCF7 - clone BUS (cancer de mama humano), as quais apresentam um alto
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potencial proliferativo na presenca de estrogénio, segundo um estudo comparativo de clones
celulares realizado por Villalobos et al., (1995).

A figura 11 e a tabela 10 representam o efeito proliferativo das principais
concentragdes da curva de estradiol em células MCF7 BUS. Modificagbes simples na
metodologia inicial (adicdo de estradiol, testosterona ou antagonista) permitem obter outras
respostas interessantes sobre a substancia teste, elucidando mais detalhadamente seu

mecanismo de agao.
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Figura 12: Principais concentracGes da curva de estradiol.

Foram utilizadas suspensdes de culturas de células MCF7 BUS (concentracdo de 4 x 10* células/mL). Apds incubacéo por 144
horas na presenga de diferentes concentracdes de estradiol (Villalobos et al., 1995), foi utilizada a técnica colorimétrica de sulforodamina-
B para determinacéo da proliferagéo celular. Células na presenca de solvente e meio de cultura (DMEM sem vermelho de fenol) foram
utilizadas como controle negativo, equivalendo a um EP de 1,0. Cada ponto e barra representa a média + desvio padrao dos valores de EP
de 4 replicatas em 3 experimentos independentes. A estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), utilizando o p6s-
teste de Dunnett.

**p < 0,01 quando comparado ao controle negativo.

Tabela 10: Efeito proliferativo das principais concentracdes da curva de estradiol (e-screen).

Efeito proliferativo (EP) - ESTRADIOL
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DP
1x10-13M 5,76 6,05 6,02 5,94 0,16
1x102M 5,72 5,08 4,82 5,20 0,46
1x101M 3,63 2,37 2,25 2,75 0,76
1x10-10M 1,75 1,39 1,13 1,42 0,31
1x10°M 1,32 1,19 0,90 1,13 0,22
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A amentoflavona, assim como as demais substancias, foi testada por e-screen nas
concentragdes que variaram entre 10° e 10°M (figura 13, tabela 11). Nao existem dados na
literatura sobre outros estudos relacionados a atividade estrogénica ou anti-estrogénica da
amentoflavona (via receptor ou via enzimatica). Através do método e-screen, esses
resultados foram negativos. Esse biflavonéide é composto por duas moléculas de apigenina,
molécula cuja atividade estrogénica ja foi comprovada (WUTTKE et al., 2003). Esses
pesquisadores evidenciaram o potencial estrogénico da apigenina sobre receptores
estrogénicos ERB. Embora as células MCF7 clone BUS possuam predominancia de
receptores Era, é possivel sugerir que a amentoflavona, por sua estrutura, ndo possa
interagir da mesma forma que o seu monémero nos receptores estrogénicos, apresentando
resultados negativos para essas atividades. Estudos sobre a metabolizacdo da
amentoflavona ou a hidrélise enzimatica poderiam elucidar possiveis mecanismos
estrogénicos detectaveis in vitro ou in vivo.
O acido galico também apresentou efeito negativo em todas as concentragdes
testadas por e-screen sobre ERa (figura 14, tabela 12). Nao existem dados na literatura

sobre estudos de estrogenicidade envolvendo essa substancia.
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Figura 13: Proliferacao celular com amentoflavona.

Foram utilizadas suspensdes de culturas de células MCF7 BUS (concentragdo de 4 x 10* células/mL). Apds incubagéo por 144

horas na presenca de diferentes concentragdes de amentoflavona, foi utilizada a técnica colorimétrica de sulforodamina-B para

determinagéo da proliferagdo celular. Células na presenga de solvente e meio de cultura (DMEM sem vermelho de fenol) foram utilizadas

como controle negativo, equivalendo a um EP de 1,0. Cada ponto e barra representa a média + desvio padrao dos valores de EP de 4

replicatas em 3 experimentos independentes. A estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), utilizando o po6s-teste de

Dunnett.

Tabela 11: Proliferacao celular da amentoflavona (e-screen).

1x10° M
1x10°% M
1x10" M
1x10° M
1x10° M

Efeito proliferativo (EP) - Amentoflavona

Ensaio1l Ensaio 2
1,03 1,14
1,03 1,05
0,99 1,17
0,96 1,08
0,95 1,15

Ensaio 3

1,11
1,18
1,13
0,97
1,00

Média

1,09
1,09
1,09
1,00
1,03

DP
0,06
0,08
0,10
0,07
0,10
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Figura 14: Proliferagao celular com acido galico.

Foram utilizadas suspensées de culturas de células MCF7 BUS (concentracdo de 4 x 10* células/mL). Apds incubacdo por 144
horas na presenga de diferentes concentragdes de acido galico, foi utilizada a técnica colorimétrica de sulforodamina-B para determinagao
da proliferagao celular. Células na presenca de solvente e meio de cultura (DMEM sem vermelho de fenol) foram utilizadas como controle
negativo, equivalendo a um EP de 1,0. Cada ponto e barra representa a média + desvio padrao dos valores de EP de 4 replicatas em 3

experimentos independentes. A estatistica foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA), utilizando o pds-teste de Dunnett.

**p < 0,01 quando comparado ao controle negativo.

Tabela 12: Proliferacao celular do acido galico (e-screen).

Efeito proliferativo (EP) — Acido galico
Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Média DP
1x10° M 0,98 1,16 1,07 1,07 0,09
1x10° M 0,97 1,09 1,11 1,06 0,08
1x10" M 0,96 1,14 1,11 1,07 0,09
1x10° M 0,95 1,07 1,12 1,04 0,09
1x10° M 1,06 1,20 1,44 1,23 0,19
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Considerando a atividade estrogénica das moléculas avaliadas, destacamos os
resultados obtidos com kaempferol - 3,7 diraminosideo (figura 15, tabela 13) e com rutina

(figura 16, tabela 14).

® kaempferol-3,5-dira (EP) >

Proliferacao celular (EP)
N

10° 108 107 106 10%

Concentracao (M)

Figura 15: Proliferacao celular com kaempferol-3,7-dira.

Foram utilizadas suspensdes de culturas de células MCF7 BUS (concentragao de 4 x 10* células/mL). Apés incubagéo por 144
horas na presenca de diferentes concentragbes de kaempferol-3,7-dira, foi utilizada a técnica colorimétrica de sulforodamina-B para
determinagéo da proliferagdo celular. Células na presenga de solvente e meio de cultura (DMEM sem vermelho de fenol) foram utilizadas
como controle negativo, equivalendo a um EP de 1,0. Cada ponto e barra representa a média + desvio padrao dos valores de EP de 4
replicatas em 3 experimentos independentes. A estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), utilizando o pos-teste de
Dunnett.

** p < 0,01 quando comparado ao controle negativo.

Tabela 13: Proliferacao celular do kaempferol-3,7-dira (e-screen).

Efeito proliferativo (EP) — Kaempferol-3,7-dira
Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Média DP
1x10° M 1,00 0,98 1,07 1,02 0,05
1x10° M 1,03 0,98 1,04 1,02 0,03
1x107 M 1,05 0,98 1,15 1,06 0,09
1x10° M 1,26 1,47 1,17 1,30 0,15
1x10° M 3,12 3,63 2,35 3,03 0,64
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Figura 16: Ensaio de proliferagao celular com rutina.

Foram utilizadas suspensées de culturas de células MCF7 BUS (concentracdo de 4 x 10* células/mL). Apds incubacdo por 144
horas na presenca de diferentes concentragdes de rutina, foi utilizada a técnica colorimétrica de sulforodamina-B para determinacdo da
proliferagdo celular. Células na presenca de solvente e meio de cultura (DMEM sem vermelho de fenol) foram utilizadas como controle
negativo, equivalendo a um EP de 1,0. Cada ponto e barra representa a média + desvio padrao dos valores de EP de 4 replicatas em 3
experimentos independentes. A estatistica foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA), utilizando o po6s-teste de Dunnett.

** p < 0,01 quando comparado ao controle negativo.

Tabela 14: Proliferacao celular da rutina (e-screen).

Efeito proliferativo (EP) - Rutina
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DP
1x10° M 0,94 1,03 1,00 1,00 0,05
1x10°% M 0,97 1,01 1,06 1,01 0,05
1x10" M 0,95 1,06 1,04 1,02 0,06
1x10° M 0,95 1,07 1,03 1,02 0,06
1x10° M 1,38 1,52 1,67 1,52 0,15

Existem relatos na literatura sobre estudos relacionados a atividade estrogénica do
kaempferol e da rutina. Segundo Oh & CHUNG (2004), que realizaram estudos de afinidade
do extrato de Ginkgo biloba e kaempferol puro aos receptores Ea e EB, foi possivel
comprovar que esse flavonoide apresenta essa atividade para ambos os tipos de receptores,

inclusive mais acentuada para o EB. Esse mesmo grupo realizou ensaios para comprovar o
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mecanismo de estrogenicidade do kaempferol via receptor (e-screen com células MCF7ER+
e MDA-BDER-) e também e-screen com MCF7 na presenca de TM (tamoxifeno, antagonista
ER). Os resultados positivos no primeiro e negativos no ultimo sugerem o mecanismo de
estrogenicidade do kaempferol via classica, ou seja, pela interacdo com ER. As células
MCF7 clone BUS possuem maior concentracdo de receptores ERa. Dessa forma, seriam
importantes novos estudos do derivado glicosilado do kaempferol em outros clones que
hiper-expressem ERp.

Estudos de Stroheker et al. (2004) sobre a atividade estrogénica de alguns
flavondides, entre eles o kaempferol, também demonstraram por e-screen que esse
flavondide possui atividade estrogénica cujo mecanismo esta relacionado aos receptores do
estrogénio. Os estudos de Shen at al. (2007) também evidenciam o potencial estrogénico do
kaempferol aglicona em receptores ERp, utilizando a técnica de reportagem génica com
células Hela transfectadas com receptores estrogénicos. Com base nos dados da literatura,
verificamos que o kaempferol tem um potencial estrogénico em receptores ERB. Da mesma
forma, Zoechling et al. (2009), avaliando a atividade estrogénica de vinhos, associaram seus
resultados a afinidade do kaempferol aos receptores estrogénicos, com mais forca em ERf
que em Era.

E possivel considerarmos a possibilidade, em estudos sobre uma nova preparagao
farmacéutica, da utilizacdo de enzimas especificas que quebrem o acucar da molécula,
liberando o kaempferol aglicona, além da utilizagdo de células com maior concentragéo de
receptores ERB, o que proporcionaria, provavelmente, uma atividade mais evidente da
molécula isolada de /. truxillensis.

A rutina apresentou um fraco efeito estrogénico na maior concentragao testada por e-
screen (10°M), embora existam trabalhos que relatem sua atividade negativa. Segundo
Innocenti et al. (2007), a rutina apresentou atividade estrogénica negativa em ensaios de

inducao de luciferase, tanto em células MCF7 quanto SN-KBE transfectadas com receptores

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 97



Resultados e discussdo
REa e REB. Também segundo Oberddrster et al. (2001), essa molécula apresentou
atividade negativa nos ensaios de diferenciacao celular e reportagem génica. Nao constam
na literatura estudos sobre a avaliacdo da atividade estrogénica da rutina por e-screen com
células MCF7 REa+. A rutina é um flavonol glicosilado e, seguindo 0 mesmo raciocinio
utilizado na interpretacdo dos resultados do 3,7dira, podemos sugerir que a quebra do
acucar liberaria um metabdlito ativo, similar a quercetina, o que poderia aumentar a atividade

dessa molécula.

Tabela 15: Resumo da analise estatistica dos parametros de atividade estrogénica (e-screen).

Substancia Concentracao EP PPR (%) EPR (%)
Estradiol-173 100 pM 5,94 £ 0,16 100 100
Amentoflavona 10 uM 1,083+£0,10 - -
Rutina 10 uM 1,52 £ 0,15 0,001 28,18
Acido galico 10 pM 1,23+0,19 0,001 22,57
K-3,7-dira 10 uM 3,03 + 0,64 0,001 56,21

EP: Efeito proliferativo ou taxa maxima de proliferacdo para cada substancia na concentragdo 6tima (M+ DE). PPR:
Poténcia proliferativa relativa calculada como a razdo entre a concentracdo na qual a substancia apresenta maxima
capacidade proliferativa e aquela na qual o estradiol apresenta seu maximo efeito (%); EPR: Eficacia proliferativa relativa
calculada como a taxa maxima de proliferagdo de cada substancia dividida pela taxa maxima de proliferacdo do estradiol
(%).

As substancias que apresentaram atividade estrogénica foram reavaliadas na
presenca de ICI (antagonista de receptores estrogénicos), na concentragdo de 10°M, para
verificacdo do mecanismo via receptor. Moléculas que sao estrogénicas via receptor, na
presenca de um antagonista, ndo podem atuar, ndo havendo proliferacdo celular. Os

resultados obtidos com o kaempferol-3,7-diraminosideo (figura 17, tabela 16) e com a rutina

(figura 19, tabela 17) demonstram o efeito estrogénico via receptor.
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Figura 17: Proliferacao celular com rutina na presencga de ICI.

Foram utilizadas suspensdes de células MCF7 BUS (concentragdo de 4 x 10* células/mL). Ap6s a incubagao por 144 horas na
presenca de diferentes concentragdes de rutina e 10°M de ICI, foi utilizada a técnica de sulforodamina-B para a determinacdo da
proliferagao celular. Células na presenca de solvente e meio de cultura (DMEM sem vermelho de fenol) foram utilizadas como controle
negativo, equivalendo a um EP de 1,0. Cada ponto e barra representa a média + desvio padrdo dos valores de EP de 4 replicatas em 3

experimentos independentes. A estatistica foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA), utilizando o pos-teste de Dunnett.

Tabela 16: Estrogenicidade da rutina com antagonista (ICl).

Efeito proliferativo (Rutina + ICI)
Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Média DP
1x10° M 0,90 0,85 0,85 0,87 0,03
1x10° M 0,85 0,85 0,82 0,84 0,02
1x107 M 0,88 0,83 0,85 0,85 0,03
1x10° M 0,82 0,76 0,80 0,79 0,03
1x10° M 0,80 0,79 0,81 0,80 0,01
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Figura 18: Proliferacao celular com kaempferol-3,7-dira na presenca de ICI.

Foram utilizadas suspensdes de células MCF7 BUS (concentragdo de 4 x 10* células/mL). Apés a incubagao por 144 horas na
presenca de diferentes concentragdes de kaempferol-3,7-dira e 10°M de ICI, foi utiizada a técnica de sulforodamina-B para a
determinagéo da proliferagdo celular. Células na presenga de solvente e meio de cultura (DMEM sem vermelho de fenol) foram utilizadas
como controle negativo, equivalendo a um EP de 1,0. Cada ponto e barra representa a média + desvio padrao dos valores de EP de 4

replicatas em 3 experimentos independentes. A estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), utilizando o pés-teste de

Dunnett.

Tabela 17: Estrogenicidade do kaempferol-3,7-dira com antagonista (ICl).

Efeito proliferativo (Kaempferol-3,7-dira + ICI)
Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Média DE
1x10° M 0,93 0,93 0,90 0,91 0,02
x10°M 094 0,93 0,90 0,90 0,04
1x107 M 0,86 0,92 0,88 0,89 0,03
1x10° M 0,85 0,93 0,88 0,89 0,04
1x10° M 0,86 0,93 0,90 0,89 0,02
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A avaliacdo da atividade anti-estrogénica ndo demonstrou resultados significativos
para nenhuma das moléculas avaliadas nesse trabalho, tanto via receptor como por inibicao
da aromatase. Nao existem estudos relacionados a atividade anti-estrogénica das moléculas
avaliadas. Os resultados de atividade anti-estrogénica na presenca de estradiol obtidos com
amentoflavona (tabela 18), acido galico (tabela 19), rutina (tabela 20) e kaempferol-3,7-
diraminosideo (tabela 21) estao representados a seguir, assim como 0s ensaios de inibicao
de aromatase na presenca de testosterona obtidos com amentoflavona (tabela 22), acido
galico (tabela 23), rutina (tabela 24) e kaempferol-3,7-diraminosideo (tabela 25).

A tabela 26 resume a anadlise estatistica dos resultados obtidos nos ensaios de
atividade anti-estrogénica via receptor e inibicdo de aromatase (4 replicatas, 3 experimentos
independentes). As concentragdes representadas correspondem as maiores concentracoes
(M) em que houve efeito anti-estrogénico/inibidor ou, na auséncia de efeito, a maior

concentracgio testada.
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Tabela 18: Atividade anti-estrogénica na presenca de estradiol — amentoflavona.

Efeito anti-proliferativo (Amentoflavona + Estradiol — 107°M)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DE
1x10° M 4,50 5,14 4,82 4,82 0,32
1x10° M 4,74 5,13 4,92 4,93 0,20
1x107 M 4,93 5,06 4,98 4,99 0,07
1x10° M 4,80 5,06 4,99 4,95 0,13
1x10° M 4,75 5,12 4,98 4,95 0,19

Controle de estradiol: 4,95 + 0,12.

Tabela 19: Atividade anti-estrogénica na presenca de estradiol — acido galico.

Efeito anti-proliferativo (Acido gilico + Estradiol — 10™M)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DE
1x10° M 4,72 5,05 5,03 4,93 0,19
1x10®° M 5,01 5,11 5,10 5,07 0,06
1x107 M 4,91 5,04 5,08 5,01 0,09
1x10° M 5,15 5,14 5,05 5,11 0,06
1x10° M 4,92 5,10 5,02 5,01 0,09

Controle de estradiol: 5,11 + 0,08.

Tabela 20: Atividade anti-estrogénica na presenca de estradiol — rutina.

Efeito anti-proliferativo (Rutina + Estradiol - 10'°M)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DE
1x10° M 4,75 4,92 4,92 4,86 0,10
1x10% M 4,73 5,10 4,89 491 0,19
1x10" M 4,79 5,05 4,94 4,93 0,13
1x10° M 4,72 4,82 4,90 4,81 0,09
1x10° M 4,71 5,06 4,97 491 0,18

Controle de estradiol: 4,90 + 0,02.
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Tabela 21: Atividade anti-estrogénica na presenca de estradiol — kaempferol-3,7-dira.

Efeito anti-proliferativo (K-3,7-dira + Estradiol — 10'10M)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DE
1x10° M 4,36 4,65 4,82 4,61 0,23
1x10° M 4,41 4,70 4,87 4,66 0,23
1x107 M 4,46 4,67 4,70 4,61 0,13
1x10° M 4,49 4,68 4,77 4,65 0,14
1x10° M 4,71 4,71 4,72 4,64 0,13

Controle de estradiol: 4,71 + 0,09.

Tabela 22: Inibicdo de aromatase na presenca de testosterona — amentoflavona.

Efeito de inibicao de aromatase (Amentoflavona + T 100nM )
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DE
1x10° M 2,33 2,32 2,37 2,34 0,03
1x10° M 2,37 2,34 2,38 2,36 0,02
1x10" M 2,37 2,42 2,43 2,41 0,03
1x10° M 2,33 2,37 2,40 2,37 0,04
1x10° M 2,33 2,35 2,32 2,33 0,02

T = testosterona.; Controle de testosterona: 2,36 + 0,04.

Tabela 23: Inibicdo de aromatase na presenca de testosterona — acido galico.

Efeito de inibicao de aromatase (Acido galico + T 100nM )
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DE
1x10° M 2,06 2,10 2,20 2,15 0,05
1x10° M 2,24 2,18 2,30 2,21 0,03
1x107 M 2,15 2,20 2,25 2,20 0,02
1x10° M 2,25 2,33 2,38 2,24 0,04
1x10° M 2,20 2,35 2,38 2,21 0,01

T = testosterona; controle de testosterona: 2,33 £ 0,03.
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Tabela 24: Inibicdo de aromatase na presenca de testosterona — rutina.

Efeito anti-proliferativo (Rutina + T 100nM )
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DE
1x10° M 2,11 2,15 2,20 2,12 0,07
1x10° M 2,21 2,18 2,23 2,24 0,06
1x107 M 2,19 2,20 2,22 2,20 0,05
1x10° M 2,25 2,28 2,20 2,32 0,07
1x10° M 2,22 2,22 2,30 2,31 0,10

T = testosterona; controle de testosterona: 2,42 + 0,10.

Tabela 25: Inibicdo de aromatase na presenca de testosterona — kaempferol-3,7-dira.

Efeito anti-proliferativo (Kaempferol3,7-dira + T 100nM )
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média DE
1x10° M 2,11 2,18 2,22 2,17 0,06
1x10° M 2,18 2,20 2,23 2,20 0,03
1x107 M 2,13 2,18 2,20 2,17 0,04
1x10° M 2,25 2,33 2,40 2,32 0,07
1x10° M 2,17 2,28 2,32 2,26 0,08

T = testosterona; controle de testosterona: 2,39 + 0,09.

Tabela 26: Resumo dos resultados de atividade anti-estrogénica e inibicdo de aromatase
obtidos com o método e-screen.

Inibidor de

Substancia Concentragao Anti-estrogénico aromatase
Amentoflavona 10 uM Nao Nao
Rutina 10 uM Nao Nao
Acido galico 10 uM N&o N&o
K-3,7-dira 10 uM Nao Nao
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5.3. Avaliacao da atividade citotoxica

E indiscutivel a importancia epidemiolégica das neoplasias, patologia responsavel por
grande parte dos 6bitos no Brasil e em todo o mundo. Apesar do sucesso em alguns casos,
ainda nao foi encontrado um tratamento que fosse simultaneamente eficaz e de baixa
toxicidade. E possivel que esse tipo de tratamento possa ser encontrado em uma molécula
natural (ARAUJO et al., 2007). Portanto, continuam em expans&o as linhas de pesquisa para
novos compostos anti-neoplasicos e sua avaliagdo em varios sistemas tumorais e cultura de
células, objetivando selecionar compostos mais efetivos (HUSSAR, 2000 a,b; ASLANI et al.,
2000).

Existem muitos estudos que descrevem a utilizagdo de plantas ricas em alcaldides,
flavondides e outras substancias, as quais sao utilizadas popularmente para diversas
patologias, inclusive, para o cancer (WENIGER et al., 2001). E justamente o caso de |.
suffruticosa, cujos extratos aquosos ja foram avaliados quanto a atividade toxica em células
tumorais (VIEIRA et al., 2006). Muitos alcaldides apresentaram efeitos mutagénicos através
do teste de Ames, citotoxicidade em culturas de células mamarias e pulmonares, além da
inibicdo do crescimento e mitose de células animais. A atividade desses alcaldides em
células tem sido atribuida a capacidade de intercalacdo quando interagem com o DNA.
Existem estudos que avaliam a citotoxicidade dos alcaléides em células cancerosas (ALVES
et al., 2007).

As substancias avaliadas quanto a atividade citotoxica pela técnica de sulforodamina-
B foram inicialmente dissolvidas em DMSO (solucao estoque) e posteriormente diluidas em
meio de cultura para a obtencdo das concentracdes de trabalho.

O solvente etanol absoluto também foi considerado como “opcional” para a
solubilizagdo das substancias. A concentracdo de DMSO esteve de acordo com a curva
previamente elaborada para a avaliacdo da toxicidade desse solvente em células MCF7

clone ATCC, nao ultrapassando 1% do volume final/cavidade (figura 19). Os resultados
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foram obtidos com 3 (irés) replicatas e 3 (trés) experimentos independentes. Os dados das
analises estatisticas realizadas com todas as substancias puras avaliadas estdo nos anexos

V, VI e VIl desse trabalho.

== DMSO

== ETANOL

Absorbancia (492nm)

Concentracao (%)

Figura 19: Viabilidade celular na presenca de solventes.

Foram utilizadas suspensdes de células MCF7 (concentragdo final nas microplacas = 5 x 10° células/cavidade). Apds a
incubagcé@o de 24 horas na presenga de diferentes concentragdes dos solventes, foi utilizada a técnica colorimétrica de sulforodamina-B
para a determinagdo da viabilidade celular. Células na presenga de solvente e meio (DMEM) foram utilizadas como controle negativo,
equivalendo a 100% de viabilidade celular. Cada ponto e barra representa a média + desvio padrao de 6 replicatas em 3 experimentos
independentes. A estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA), utilizando o p6s-teste de Dunnett. *p < 0,05 quando

comparados ao controle negativo.

De acordo com os resultados obtidos com células MCF7, a indirubina isolada n&o
demonstrou efeitos tdxicos nas concentracées avaliadas (figura 20), apresentando um IC50
médio de 714,45 ug/mL (24horas), 489,28 ug/mL (48 horas) e 452,15 ug/mL (72 horas).
Pelos valores de IC50 obtidos, é possivel perceber que o potencial téxico esta relacionado
com o tempo de exposicdo celular a substancia. Esse resultado nos permite sugerir que a
utilizacado de indirubina em doses consecutivas pode induzir a morte celular por mecanismos

diversos.
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Em revisdo a literatura, podemos verificar que ja existem estudos in vitro (MEIJER et
al., 2007) e in vivo (CHRISTINA et al., 2003) relacionados a atividade antitumoral da
indirubina, principalmente na leucemia (STERITI, 2002). O mecanismo de agao da indirubina
tem sido relacionado a inibicao de proteinas quinase (induzindo a morte celular), além da
caspase dependente e independente (MEIJER et al, 2007). J& é documentando que
alteracbes na expressdao dessas proteinas interferem na fase G1 do ciclo celular
(BUOLAMWINI, 2000; MARKO et al., 2001). Segundo estudos realizados por Vieira (2007),
extratos aquosos de I. suffruticosa, planta rica em indirubina e indigo, ndo apresentaram
toxicidade em células tumorais Hep-2 (concentragcées que variaram entre 6,25 e 50 pug/mL),
embora tenham reduzido, in vivo, o desenvolvimento de sarcoma 180 em camundongos
(dose diaria de 50 mg/kg, via intraperitoneal, por 7 dias consecutivos).

Existem relatos que descrevem testes realizados com derivados glicosilados de
indirubina em algumas linhagens celulares, inclusive MCF7 (LIBNOW et al., 2008). Tabelas
elaboradas nesses trabalhos descrevem que os valores de IC50 das substancias avaliadas
se apresentaram entre 168 e 6489 ug/mL, coincidindo, de certa forma, com os resultados
obtidos com a indirubina, embora seja visivel a baixa solubilidade dessa molécula em meio
aquoso (altas concentracdes). Provavelmente, a adicdo de moléculas de agucar aumente a
solubilidade dessas moléculas, sendo possivel avaliar concentragdes superiores a 500
ug/mL. O maior problema enfrentado no trabalho com essas moléculas nao glicosiladas
(indirubina e indigo) foi a precipitacdo das mesmas, prejudicando os experimentos em
concentragdes superiores a 500 ug/mL, embora a técnica de sulforodamina-B possua uma
etapa de lavagem com PBS e retirada de possiveis residuos.

O estudo dos mecanismos de agao da indirubina, assim como o direcionamento para
linhagens tumorais mais sensiveis, deve ser reforcado com o objetivo de assegurar a
eficacia e seguranca na utilizacdo de plantas que contenham essa substancia no tratamento,

por exemplo, do cancer (LEITE et al., 2006).
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Os resultados da exposicao de células MCF7 ao indigo em 24, 48 e 72 horas nao
evidenciaram seu potencial citotéxico (figura 21). Mesmo apresentando um efeito
gradativamente téxico com o tempo de exposicao celular, essa molécula nao foi citotdéxica e
os valores de IC50 para 24, 48 e 72 horas foram, respectivamente: 1572, 98 + 11,99 ug/mL;
1338,38 + 22,72 ug/mL; 917,67 + 2,50 pug/mL.

Estudos realizados com o mesoindigo (um derivado da indirubina) em linhagem
leucémica de ratos revelaram que essa molécula foi capaz de inibir potencialmente a sintese
de DNA (JI et al., 1991). Foi verificado que a molécula também era capaz de modificar o
funcionamento dos microtubulos, bloquear a passagem celular da fase G2 + M para a fase
G1 durante o ciclo celular, além de modular o gene c-Myb, importante no prosseguimento da
fase S (LIU et al., 1996). Na literatura, porém, ndo existem relatos da aplicacdo direta do

indigo em culturas de células tumorais humanas.
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A isatina apresentou efeito téxico (figura 22), o qual aumentou discretamente com o
tempo de exposicdo celular. Os valores de IC50 para 24, 48 e 72 horas foram,
respectivamente, 52,32 + 0,82 ug/mL; 49,02 + 0,62 pg/mL; 41,44 + 0,92 pg/mL.

Esses resultados estdo dentro da faixa de concentragbes entre 50 e 200 pg/mL,
testadas no trabalho de Hou et al., 2008, no qual encontraram atividades promissoras da
isatina como molécula candidata a atividade antitumoral. Segundo os estudos recentes de
alguns pesquisadores chineses, a isatina, molécula precursora da biossintese vegetal de
indirubina, é candidata ao tratamento de tumores. Apo6s a aplicacédo de isatina em cultura de
células humanas de neuroblastoma (SH-SY5Y), puderam observar o aumento de caspase-3
ativada e inducdo de apoptose (HOU et al., 2008). Essa mesma caracteristica foi
comprovada por Vine et al. (2007), que avaliaram o potencial citotéxico ndo somente da
isatina, mas de uma série de derivados sintéticos da mesma, em células humanas de
linfoma (U937). Existem, também, relatos de estudos anteriores a estes, utilizando essas
duas linhagens celulares e comprovando a atividade citotoxica de complexos de isatina com

cobre (CERCHIARO et al, 2005).
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Os ensaios de citotoxicidade também foram realizados com acido galico, acido
quinico, kaempferol-3,7-diraminosideo, rutina e amentoflavona. No contexto desses
experimentos, destacamos o acido gélico como uma molécula citotdéxica para a linhagem
MCF?7 (figura 23). Os valores de IC50 para 24, 48 e 72 horas foram, respectivamente, 67,59
+ 0,85 pyg/mL; 62,61 + 0,98 ug/mL; 60,25 + 1,61 pg/mL.

O potencial citotoxico do &acido galico em diversas linhagens tumorais ja foi
documentado. E uma substancia fendlica que ocorre naturalmente nas plantas e possui forte
atividade antioxidante, sendo capaz de inibir tumores em varios modelos de estudo do
cancer (JAGAN et al., 2008; RAINA et al., 2008). Segundo estudos de Hwang et al. (2008), o
acido galico apresentou atividade citotoxica, avaliada pela técnica de MTT, para a linhagem
MCF7 exposta a diferentes concentragdes de &cido gdlico por 24 horas. Também foi
evidenciada a inducdo da apoptose em células de leucemia polimielocitica (HL-60RG)
(INOUE et al., 1994) e influéncia no ciclo celular de células de carcinoma de célon humano
(Caco2) (SALUCCI et al., 2002). Lopes (2008) avaliou o efeito citotdéxico do &cido galico em
células tumorais de mama (LM2) e de pulmao (LPO7), verificando alta toxicidade para
ambas as linhagens. Também Faried et al., (2007), isolaram acido galico de uma espécie
vegetal chamada Phaleria macrocarpa (Scheff.), o qual inibiu de forma significativa a
proliferacdo de varias linhagens e induziu a apoptose de células tumorais de eséfago,
aumentando a expressao de proteinas relacionadas a esse processo. Segundo esses
autores, o acido galico pode ser considerado uma molécula antitumoral bastante promissora.
Além disso, € um componente dos taninos hidrolisaveis, muito comuns em diversas espécies
vegetais (KIM et al., 2008). Segundo Tanimura et al. (2005), os taninos hidrolisaveis também
possuem a capacidade de inibirem a agao invasiva de células tumorais via inibicdo de das
matrizes metaloproteinases 2 e 9, relacionadas com o potencial metastatico de muitas
células tumorais. Yang et al. (2000) também relataram a inducao de apoptose em células

leucémicas por taninos hidrolisaveis de Eugenia lambos L.
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Resultados e discussdo

Frente a estas evidéncias cientificas, ressaltamos a importancia dos resultados
obtidos sobre a acao téxica do acido galico para células MCF7 clone ATCC, uma vez que o
cancer de mama humano é uma patologia incidente no mundo todo e, devido ao seu grau de
mortalidade, merece destaque na busca de novos recursos terapéuticos.

O acido quinico nao apresentou atividade citotéxica nessa linhagem, ou seja, 0s
valores de IC50% foram obtidos por célculos, utilizando a equacdo da reta de regressao
linear (figura 24). Os valores de IC50 para 24, 48 e 72 horas foram, respectivamente, 839,97
*+ 5,67 ug/mL; 828,10 = 2,62 pug/mL; 609,01 + 1,53 pg/mL. Nao existem dados na literatura

sobre estudos da atividade do acido quinico sobre linhagens tumorais.
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Resultados e discussdo

A amentoflavona também nao se apresentou como um flavonoide de alta toxicidade
nessa linhagem tumoral de acordo com a técnica utilizada nesse trabalho (figura 25). Os
valores de IC50 para 24, 48 e 72 horas foram, respectivamente, 476,56 + 5,09 ug/mL;
456,47 + 6,45 ug/mL; 328,60 + 3,95 pg/mL.

Existem alguns relatos na literatura sobre o potencial citotéxico da amentoflavona
sobre algumas linhagens tumorais. Silva et al. (1994), avaliaram o potencial citotoxico da
amentoflavona e outros biflavondides em diversas linhagens celulares. Segundo esses
autores, foi possivel detectar essa atividade apenas para 2 linhagens avaliadas: HT-1080
(fiborosarcoma), com IC50 9,2 ug/mL e Lul (pulm&o), com IC50% 18,2 ug/mL. Para as
demais linhagens, a molécula ndo foi toéxica nas concentragdes testadas. Existe também um
estudo sobre a inibicdo da proliferacdo de células de carcinoma de Ehrlich in vitro, em um
tratamento por 48 horas com amentoflavona (IC50 23,9 mM), sendo que estas células
também sofreram fragmentacdo do DNA (GRYNBERG, 1999). Estudos recentes de Lee et
al. (2009) demonstraram que a amentoflavona induz a apoptose dose-dependente de células
tumorais de mama humana (SK-BR-3) pelo bloqueio da sintese de acidos graxos. Apesar
dessas informacdes, nao foi possivel evidenciar esses efeitos in vitro, utilizando para isso a

linhagem MCF7 (ATCC) e a técnica de sulforodamina.
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Resultados e discussdo

A rutina também nao apresentou potencial citotéxico nas concentragdes utilizadas
(figura 26). Os valores de IC50 para 24, 48 e 72 horas foram, respectivamente, 588,91 +
4,62 pg/mL; 568,24 + 2,26 ug/mL; 564,67 = 15,12 ug/mL. De acordo com os estudos de
Soares et al. (2006), que avaliaram a exposicao de células McCoy, também ndo houve
evidéncia da citotoxicidade da rutina, sendo que o IC50% foi considerando como maior que
500 pg/mL.

Os valores de IC50 do kaempferol-3,7-diraminosideo em 24, 48 e 72 horas foram,
respectivamente, 532,27 + 3,54 ug/mL; 441,90 + 10,26 ug/mL; 451 + 3,46 ug/mL. A figura 27
demonstra as curvas dose-resposta dessa molécula com 24, 48 e 72 horas de exposicao
celular. Existem evidéncias sobre o potencial citotoxico do kaempferol na forma aglicona,
dependendo do tipo de tecido e concentracdo. Zhang et al. (2008), descobriram que o
kaempferol inibe a proliferacado de células tumorais pancreéticas pela inducao de apoptose e
influéncia em outros processos celulares relacionados aos tumores e que esse potencial €
reduzido a medida que essa mesma molécula é substituida com acucares em diferentes
posi¢cdes (em especial, a posicao do C3). Estudos de Susanti et al. (2007), evidenciaram a
citotoxicidade do kaempferol em células MCF7. Porém, quando moléculas de kaempferol
conjugadas com agucares (na posicao do C3) foram testadas, verificaram uma reducao
significativa do potencial citotdxico. Existe também um estudo da atividade citotdxica do
kaempferol conjugado com aglcar na posicdo 7 em linhagens tumorais (LI et al., 2007).
Embora eles considerem uma razoavel citotoxicidade dessa molécula para algumas células
(por exemplo, HelLa), é importante destacar que a mesma foi consideravelmente mais
reduzida do que aquela apresentada pela aglicona. Os resultados obtidos in vitro com a
molécula conjugada com acucares nas duas posicoes mencionadas (3 e 7) nao
evidenciaram seu efeito citotoxico. E possivel sugerir, justamente, que a reducdo dessa

atividade esteja relacionada a esse fato.
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Resultados e discussdo
Em resumo, a tabela 27 apresenta os valores de IC50 das 8 substancias avaliadas
nesse trabalho quanto ao potencial citotéxico em células MCF7, utilizando a técnica de
sulforodamina-B em 3 experimentos independentes (24, 48 e 72 horas). Destacamos, entre
as substancias avaliadas, o significativo potencial citotéxico da isatina e do acido galico. Os
resultados obtidos, de certa forma, ndo apenas confirmaram alguns dados da literatura, mas
acrescentaram informacdes relevantes, de forma especifica, para as células MCF7. A
técnica de sulforodamina se mostrou mais eficiente e confidvel, mesmo para a andlise de
substancias substituidas com acucares, situacdo muitas vezes comprometida com a
utilizacédo da técnica de MTT (sal de tetrazdlio).
Mais uma vez enfatizamos que os estudos in vitro sao insuficientes para elucidar a
complexa interagdo dessas substancias com o organismo e a utilizacdo desses dados na
preparacao de um medicamento. Sem duavida, outros estudos adicionais (in vitro e in vivo)

séo fundamentais para o esclarecimento dos resultados obtidos.
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Resultados e discussdo

5.4. Avaliacao da atividade anti-Leishmania

A leishmaniose € uma infeccdo causada por protozoarios do género Leishmania.
Essa doenca é endémica em paises da América, Asia e Africa tropical, com uma estimativa
de 1 a 2 milhées de casos ao ano em cerca de 90 paises (COSTA et al., 2009). Além de
possuir um carater debilitante, pode apresentar-se na forma visceral, cutanea ou
mucocutanea (MUSONDA et al., 2009), sendo, inclusive, fatal quando nao tratada (COSTA
et al., 2009). A quimioterapia para essa enfermidade parasitaria é geralmente prejudicada
por varios motivos como, por exemplo, a emergéncia de cepas droga-resistentes,
significativa toxicidade, eficacia variavel, escassez de estudos sobre a biodisponibilidade via
oral, efeitos adversos e o alto custo dos agentes terapéuticos existentes (SRINIVAS et al.,
2009). Com todos esses motivos, é evidente a necessidade de se investigar e descobrir
novos farmacos seguros e eficazes para o tratamento dessa doenga (COGHI et al., 2008).

Nesse contexto, tem aumentado o interesse em se estudar os remédios tradicionais
para o desenvolvimento de novos quimioterapicos com melhor atividade e menos efeitos
toxicos (ARAUJO et al., 1998). O uso da informacdo etnofarmacoldgica favorece a selegéo
de plantas a serem investigadas e os produtos isolados das mesmas podem transformar-se
em protétipos para o estudo estrutura quimica-mecanismo de acdo antiparasitaria. A
moderna terapia derivada de plantas medicinais promete uma pratica adequada para o
desenvolvimento de drogas mais eficazes e baratas para o tratamento de leishmanioses
(IWU et al., 1994).

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade, elegemos apenas
duas moléculas a serem avaliadas contra L. amazonensis: &cido galico e isatina. Os dados
referentes a analise estatistica das absorbancias obtidas nos ensaios com MTT estdo no
anexo IX e X.

A tabela 28 resume a andlise estatistica dos resultados obtidos com isatina e acido

galico. A tabela 29 demonstra os resultados obtidos pelo método contagem manual de

Tese de Doutorado - Cdssia R.P.Cardoso (23/11/2009) 124




Resultados e discussdo
parasitas em camara de Neubauer. O objetivo em se realizar as duas técnicas foi verificar se
haveria diferenca na viabilidade parasitaria por interferéncia da técnica colorimétrica.

A isatina apresentou atividade toxica contra Leishmania e o valor de IC50, calculado
através da equacao da reta de regressao linear, foi 63,23 + 3,39 ug/mL. Na concentracao de
62,5 ug/mL, a viabilidade parasitaria foi de 52,3 = 2,52%, nao refletindo grande diferenca
quando comparada com a técnica colorimétrica. Nao existem relatos na literatura sobre a
avaliacdo da isatina quanto ao seu potencial anti-Leishmania por nenhum mecanismo de
acao. A figura 27 demonstra a curva dose-resposta antiparasitaria pela técnica de MTT.

Com a aplicagao direta em cultura de formas promastigotas de L. amazonensis, o
acido galico apresentou toxicidade somente nas concentragées mais elevadas (figura 28). O
valor de IC50% foi 320,17 + 3,25 ug/mL. Entre as concentragcées de 250 e 500 pg/mL, a
viabilidade parasitaria variou entre 54,1 + 4,58 e 38,7 + 3,06%, também n&o refletindo
diferenca significativa em comparagdo a técnica colorimétrica. A tabela X do anexo Xl
representa as absorbancias e as porcentagens de crescimento parasitario em diferentes
concentragdes de acido galico.

Um artigo de revisdo sobre o potencial antiparasitario de produtos naturais, elaborado
por Kayser et al. (2002) evidencia que, em geral, 0 mecanismo de agdo dos compostos
fendlicos e flavondides contra Leishmania esta relacionado com a geracao de radicais livres
de oxigénio, modificagdo dos mecanismos de transporte, entre outros. Na literatura existem
relatos sobre o potencial imunomodulador de flavondides e taninos (inclusive o acido galico)
sobre células (principalmente macrofagos) infectadas com Leishmania. Essas substancias,
em geral, estimulam a expressao de citocinas e 6xido nitrico, fortalecendo a defesa contra o
parasita na forma intracelular (KOLODZIEJ et al., 2001; RADTKE et al., 2004). O acido
galico, como previamente mencionado, possui uma significativa atividade imunomoduladora
em células infectadas com Leishmania, apresentando um efeito benéfico em condicbes

infecciosas (RADTKE et al., 2004).
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Figura 28 (A,B): Viabilidade de L. amazonensis na presenca de isatina.

Foi utilizada uma suspensao de cultura de L. amazonensis (concentrago de 5 x 108 parasitas/mL). Foi utilizada a
técnica colorimétrica de MTT ap6s a incubagao por 72horas na presenca de diferentes concentragdes de isatina. Somente
parasitas em meio de cultura (LIT) foram utilizados como controle negativo, equivalendo a 100% de viabilidade parasitaria.
Cada ponto e barra representa a média * desvio padréo de 3 replicatas em 3 experimentos independentes.
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Viabilidade parasitaria (72 horas). *p < 0,05.
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Figura 29: Viabilidade de Leishmania amazonensis na presenca de acido galico.

Foi utilizada uma suspenséao de cultura de Leishmania amazonensis (concentracao de 5 x 108 parasitas/mL). Foi

utilizada a técnica colorimétrica de MTT apds a incubagdo por 72horas na presenca de diferentes concentragdes de acido

galico. Somente parasitas em meio de cultura (LIT) foram utilizados como controle negativo, equivalendo a 100% de

viabilidade parasitaria. Cada ponto e barra representa a média = desvio padrdo de 3 replicatas em 3 experimentos

independentes.
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Viabilidade parasitaria (72 horas). *p < 0,05.
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Tabela 28: indices toxicos (IC50) da isatina e do &cido galico pela técnica de MTT.

SUBSTANCIAS EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2 EXPERIMENTO3 MEDIA £ DESVIO
Isatina 67,2 60,2 62,3 63,6 + 3,51

Acido galico 323,4 320,2 316,9 320,2 + 3,25

Tabela 29: Andlise estatistica da contagem manual para avaliacdo da atividade anti-Leishmania da

isatina de do acido galico.

SUBSTANCIAS (ug/mL) EXPERIMENTO 1 (%) EXPERIMENTO 2 (%) EXPERIMENTO 3 (%) MEDIA + DESVIO

Isatina
0 100 98 100 99,3+ 1,15
7,8 90 92 90 90,7 + 1,15
15,6 90 95 92 92,3 +2,52
31,3 85 90 90 88,3 £ 2,89
62,5 55 52 50 52,3 + 2,52
125,0 30 33 28 30,3 + 2,52
250,0 18 25 15 19,3+5,13
500,0 15 12 15 14,0 £ 1,73

Acido galico

0 99 97 97 97,7+ 1,15
7.8 98 97 99 98,0 £ 1,00
15,6 90 95 89 91,3 + 3,21
31,3 80 85 82 82,3 + 2,52
62,5 80 75 78 77,6 £ 2,52
125,0 70 65 68 67,7 £ 2,52
250,0 49 55 58 54,1 + 4,58
500,0 42 36 38 38,7 + 3,06
Pentamidina (5ug/mL) 48 55 52 51,7 = 3,51
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5.5. Avaliacao da atividade anti-bacteriana

Os dados referentes as analises estatisticas das absorbancias obtidas nos ensaios de
microdiluicdo com todas as substancias puras avaliadas estdo no anexo VIII.

De todas as substancias avaliadas pelo teste de difusdo em agar, somente a isatina
apresentou uma atividade significativa (CIM = 125 pg/mL para E. coli e 250 pg/mL para S.
aureus) — (tabela 30). Pelo método de microdiluicdo, todas as substéncias apresentaram
CIM e CBM com valores elevados, com excecado da isatina, com valores de CIM e CBM
entre 62,5 e 250 ug/mL para as duas bactérias (tabela 31, figura 30).

Existem estudos sobre a estrutura x atividade anti-microbiana de derivados sintéticos
da isatina (BACCHI et al., 2005; PERVEZ et al., 2008), nos quais algumas moléculas foram
efetivas. Em relagdo ao antibiético controle positivo (ciprofloxacina 35 pg/mL), destacamos a
atividade anti-microbiana da isatina, principalmente contra E. coli. Nao existem dados na
literatura sobre estudos realizados com indirubina (tabelas 30 e 31, figura 31), assim como
para o indigo, o qual ndo apresentou toxicidade nos experimentos de difusdo em agar
(tabela 30) e microdiluicao para S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922) — (tabela

31, figura 32).

Tabela 30: Halos de inibicao de crescimento obtidos nos ensaios de difusao em
disco com as substancias isoladas das espécies vegetais para E. colie S. aureus.

TESTES Stafilococcus aureus Escherichia coli
ATCC 25923 ATCC 25922
Concentragao % mm (halo) Concentragao % mm (halo)
DMS O (c. negativo) 5% _ 5% _
Hg/mL (solugdo) mm (halo) Hg/mL (solugdo) mm (halo)
Ciprofloxacina (35M9/mML) 5,93 £0,21 4,84 £0,12
Substancias isoladas
Amentoflavona > 1000 _ > 1000 _
Acido Gélico > 1000 _ > 1000 _
3,7-dirahmino-kaempferol > 1000 _ > 1000 _
Rutina > 1000 _ > 1000 _
indigo > 1000 _ > 1000 _
Indirubina > 1000 _ > 1000 _
Isatina 250 2,81 0,35 125 3,62 £ 0,35
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Figura 30: Crescimento de E. coli (EC) e S. aureus (SA) na presenca de isatina.

As linhagens, na concentragdo de 10° bactérias/mL, foram incubadas por 24 horas na presenca de diferentes
concentragbes de isatina. Apds esse periodo, as microplacas foram submetidas as leituras visual, espectrofotométrica e
com resazurina. As absorbancias foram convertidas em valores de crescimento bacteriano (%). Os resultados estdo

expressos pela média + desvio padrao do crescimento bacteriano (%) para 3 replicatas e 3 experimentos independentes.
*p < 0,05.
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Figura 31: Crescimento de E. coli (EC) e S. aureus (SA) na presenca de indirubina.

As linhagens, na concentragdo de 10° bactérias/mL, foram incubadas por 24 horas na presenca de diferentes
concentragdes de indirubina. Apds esse periodo, as microplacas foram submetidas as leituras visual, espectrofotométrica e
com resazurina. As absorbancias foram convertidas em valores de crescimento bacteriano (%). Os resultados estdo

expressos pela média + desvio padrao do crescimento bacteriano (%) para 3 replicatas e 3 experimentos independentes.
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Figura 32: Crescimento de E. coli (EC) e S. aureus (SA) na presenca indigo.

As linhagens, na concentragdo de 10° bactérias/mL, foram incubadas por 24 horas na presenca de diferentes
concentragbes de indigo. Apds esse periodo, as microplacas foram submetidas as leituras visual, espectrofotométrica e
com resazurina. As absorbancias foram convertidas em valores de crescimento bacteriano (%). Os resultados estdo
expressos pela média + desvio padrao do crescimento bacteriano (%) para 3 replicatas e 3 experimentos independentes.

*p < 0,05.

Os flavondides avaliados também ndo apresentaram toxicidade detectavel pelo
ensaio disco-difusdo com as linhagens utilizadas. De acordo com a literatura, a rutina possui
moderada atividade téxica (250 pg/mL) para S. mutans, presente na cavidade oral,
detectavel por difusdo em agar (RIVERO-CRUZ et al., 2008), mas nao foi possivel detectar
essa atividade em Staphylococcus aureus utilizando a mesma técnica (tabela 30) ou com
microdiluicédo (tabela 31, figura 33).

Os estudos de Mbaveng et al. (2008), que avaliaram a atividade anti-microbiana de
biflavondides com varias linhagens bacterianas pelo método de disco difusdo, também nao
detectaram essa atividade da amentoflavona contra E. coli e S. aureus (tabelas 30 e 31,
figura 34).

Alguns estudos evidenciam o potencial antimicrobiano e antifiungico do &cido galico
(PENNA et al., 2001; PANIZZI et al., 2002). Através da metodologia de microdiluicdo, Kang

et al. (2008) detectaram a atividade anti-microbiana do acido gélico contra S. mutans,
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inibindo a producéo de biofilmes bacterianos na cavidade oral, porém a mesma atividade
nao foi observada para E. coli e S. aureus (SAXENA et al., 1994). Por disco-difusdo, nao foi
possivel detectar a atividade anti-microbiana do &cido galico (tabela 30). Por microdilui¢éo,
foi possivel detectar uma redugdo consideravel do crescimento bacteriano nas duas
linhagens (86,64% para S. aureus e 75,49% para E. coli), porém somente na maior
concentracao avaliada (1000ug/mL) — (tabela 31, figura 35). O acido quinico nao apresentou
atividade anti-microbiana avaliada pelas duas metodologias (tabelas 30 e 31, figura 36).

Quanto ao kaempferol na forma aglicona, estudos evidenciam seu potencial
antimicrobiano e sinérgico contra algumas bactérias, como Propionibacterium acnes (LIM et
al., 2007), Enterococcus faecalis (Martini et al., 2004). Um estudo também relata ensaios de
atividade anti-microbiana realizados com um derivado glicosilado do kaempferol,
empregando a técnica de microdiluicdo (OZCELIK et al., 2004) — (tabela 30), porém nao
pudemos evidenciar esse efeito com o derivado isolado de [. truxillensis sobre S. aureus

(ATCC 25923) e E. coli (25922) com o método de disco-difuséo (tabela 31, figura 37).
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Figura 33: Crescimento de E. coli (EC) e S. aureus (SA) na presenca rutina.

As linhagens, na concentragdo de 10° bactérias/mL, foram incubadas por 24 horas na presenca de diferentes
concentragdes de rutina. Apos esse periodo, as microplacas foram submetidas as leituras visual, espectrofotométrica e com
resazurina. As absorbancias foram convertidas em valores de crescimento bacteriano (%). Os resultados estdo expressos
pela média + desvio padrao do crescimento bacteriano (%) para 3 replicatas e 3 experimentos independentes.

*p <0,05.
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Figura 34: Crescimento de E. coli (EC) e S. aureus (SA) na presenca de amentoflavona.

As linhagens, na concentragéo de 10° bactérias/mL, foram incubadas por 24 horas na presenga de diferentes
concentragbes de amentoflavona. Apds esse periodo, as microplacas foram submetidas as leituras visual,
espectrofotométrica e com resazurina. As absorbancias foram convertidas em valores de crescimento bacteriano (%). Os

resultados estdo expressos pela média + desvio padrao do crescimento bacteriano (%) para 3 replicatas e 3 experimentos
independentes.
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Figura 35: Crescimento de E. coli (EC) e S. aureus (SA) na presenca de acido galico.

As linhagens, na concentragdo de 10° bactérias/mL, foram incubadas por 24 horas na presenca de diferentes
concentragdes de acido galico. Apds esse periodo, as microplacas foram submetidas as leituras visual, espectrofométrica e
com resazurina. As absorbancias foram convertidas em valores de crescimento bacteriano (%). Os resultados estado
expressos pela média + desvio padrdo do crescimento bacteriano (%) para 3 replicatas e 3 experimentos independentes.
*p <0,05.
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Figura 36: Crescimento de E. goli (EC) e S. aureus (SA) na presenca de acido quinico.

As linhagens, na concentragdo de 10° bactérias/mL, foram incubadas por 24 horas na presenca de diferentes
concentragdes de &cido quinico. Apos esse periodo, as microplacas foram submetidas as leituras visual, espectrofométrica
e com resazurina. As absorbancias foram convertidas em valores de crescimento bacteriano (%). Os resultados estédo
expressos pela média + desvio padrdo do crescimento bacteriano (%) para 3 replicatas e 3 experimentos independentes.
*p < 0,05.
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Figura 37: Crescimento de E. coli (EC) e S. aureus (SA) na presenca de kaempferol-3,7-dira.

As linhagens, na concentragdo de 10° bactérias/mL, foram incubadas por 24 horas na presenca de diferentes
concentragbes de k-3,7-dira. Ap6s esse periodo, as microplacas foram submetidas as leituras visual, espectrofométrica e
com resazurina. As absorbancias foram convertidas em valores de crescimento bacteriano (%). Os resultados estdo

expressos pela média + desvio padrdo do crescimento bacteriano (%) para 3 replicatas e 3 experimentos independentes.
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Embora tenhamos obtido resultados negativos para os flavondides isolados dessas
espécies, € importante ressaltar a necessidade de estudos futuros realizados com a
combinacdo dos mesmos entre si € com antibidticos conhecidos, ja que existem muitas

evidéncias na literatura que podem refletir no potencial sinérgico de moléculas naturais.
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6. CONCLUSOES

“A recompensa de uma coisa bem feita é simplesmente a de té-la feito”.
(Ralph Waldo Emerson)

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

a) Nos ensaios de mutagenicidade, os extratos (metandlico e clororférmico) de B.
fagifolia, assim como as fracoes do extrato metandlico, ndo apresentaram efeito mutagénico.
As substancias isoladas do extrato metandlico apresentaram apenas indicios de
mutagenicidade sem ativagao (acido galico, galato de metila e 4cido quinico) e com ativagao
metabdlica (derivado galoilquinico). O extrato metandlico de [ truxillensis apresentou efeito
mutagénico, embora as fragbes de flavonbdides e alcaldides desse extrato tenham
apresentado apenas indicios de mutagenicidade. Quanto a [ suffruticosa, o extrato
metanodlico apresentou apenas indicios de mutagenicidade, assim como as fragdes de
alcaléides e flavondides. O derivado glicosilado do kaempferol apresentou indicio de
mutagenicidade nas concentragdes testadas (-S9, +S9). Quanto as substancias comuns ao
género avaliadas pelo teste de Ames, destacamos o indigo, que se apresentou altamente
mutagénico apo6s a metabolizacao. A isatina (precursor biossintético) e a indirubina (isémero)
foram mutagénicas sem metabolizagao.

b) Quanto aos ensaios de atividade fitoestrogénica, a rutina e o kaempferol-3,7-
diraminosideo apresentaram efeito estrogénico de 3,03 + 0,64 e 1,52 + 0,15, detectados por
e-screen com células MCF7 BUS e foi comprovado, através do ensaio na presenca de ICl,

que o mecanismo envolvido nessa atividade foi via receptor. A avaliacdo da atividade anti-
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estrogénica, tanto via receptor (na presenca de estradiol) como por inibicdo da enzima
aromatase (na presenca de testosterona) foram negativos para as moléculas avaliadas
(acido galico, amentoflavona, rutina e kaempferol-3,7-diraminosideo);

c) Nos ensaios de atividade citotoxica, os valores de IC50 da isatina com 24, 48 e
72 horas de incubacao foram 52,32; 49,02; 41,44 ug/mL, respectivamente. O acido galico
também foi citotoxico nessa linhagem com 24, 48 e 72 horas de incubacgéo (IC50 = 60,25;
62,61; 60,25 pg/mL, respectivamente). As demais moléculas avaliadas (amentoflavona,
rutina, acido quinico, indigo, indirubina e kaempferol-3,7-diraminosideo) apresentaram altos
valores de 1C50, sendo consideradas atéxicas para essa linhagem tumoral.

d) Nos ensaios de atividade antimicrobiana, realizados através dos métodos de
disco-difusdo e microdiluicdo, a isatina também se mostrou efetiva contra E. coli (ATCC
25922) e S. aureus (ATCC 25923) e, dependendo da concentracdo, apresentou efeito
bactericida (250 pug/mL para S. aureus e 125 pg/mL para E. coli). Algumas substancias,
como o indigo, a rutina, o acido galico, o acido quinico e o kaempferol-3,7-diraminosideo,
reduziram entre 30 e 80% o crescimento bacteriano, porém esse efeito foi observado apenas
na maior concentracao avaliada por microdiluicdo (1000ug/mL);

e) Nos ensaios anti-Leishmania, realizados por MTT e contagem manual, a isatina
apresentou IC50 = 63,23 pg/mL, com reducdo de 52,3% da viabilidade celular na
concentragao de 62,5 pg/mL. O acido galico ndo apresentou toxicidade significativa sobre L.
amazonensis, com IC50 = 320,17ug/mL. Entre as concentragdes de 250 e 500 pg/mL, a
viabilidade parasitaria variou entre 54,1 e 38,7%, quando avaliada por contagem manual.

Das substancias isoladas avaliadas, a isatina apresentou atividade em todos os
testes, merecendo destaque em futuros estudos estrutura x atividade, além da relagéo entre
a biossintese vegetal envolvendo a isatina e seus derivados com as atividades biolégicas

associadas.
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Mutagenic Activity of Indigofera truxillensis and I. suffruticosa
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Indigofera truxillensis and I. suffruticosa, are used as a source of indigo dye and to treat several
diseases. The mutagenic activity of the methanolic extracts from aerial parts, glycerolipid,
flavonoid and alkaloid fractions of the extract were evaluated by means of Salmonella/
microsome assays using TA100, TA98, TA102 and TA97a strains. The methanolic extract of
I truxillensis showed mutagenic activity in the TA98 strain without 89 while glycerolipid frac-
tion was devoid of activity. The flavonoid and alkaloid fractions of both plants showed muta-
genicity. Chemical analysis of flavonoid fractions of I. truxillensis and I. suffruticosa resulted in
the identification of kaempferol, quercetin and their derivatives. The alkaloid fraction of both
the species contained indigo and indirubin and indigo was found mainly responsible for the
mutagenic activity.

Keywords: alkaloid — flavonoid — indigo — indirubin — mutagenicity

Introduction

Indigofera  iruxillensis  and 1. suffruticosa (family
Fabaceae) are common plants of the Brazilian savannah.
The genus Indigofera is known to be a rich source of
flavonoid glycosides (1,2) and indigo derivatives (bis
indoles) (3) and nitro compounds (4). Indigofera truxil-
lensis Kunth is reported to be antiulcerogenic and anti-
oxidant (5,6). Indigofera suffruticosa Miller is used as a
source of indigo dye and in popular medicine as an anti-
microbial, purgative, anti-spasmodic, sedative, diuretic,
to treat epilepsy, stomach and urinary diseases, jaundice,
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ulcers, intermittent fevers, hepatitis, as an antidote for
snake venom and bee bites and to stimulate the central
nervous system (7). Recently it was found highly effective
in inhibiting growth of solid tumors (8) and showed anti-
bacterial and antifungal activities (9).

Investigation of traditionally used medicinal plants is
thus valuable as a source of potential chemotherapeutic
drugs and as a measure of safety for the continued use.
Plants are used to treat various ailments, however, some
medicinal plants can be with serious risks to humans
health (10). The Salmonella mutagenicity test (Ames
test) identify if any sample provoke the mutation of gen-
etically modified DNA of selected S. {yphimurium strains
and is used worldwide as an initial screening of the muta-
genic potential of new chemicals for hazard identification
and for the registration or acceptance of new chemicals
by regulatory agencies (11,12).

This 1s an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/
licenses,/by-nc/2.0/uk/) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is
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In spite of the many beneficial actions of plants, it is
important to emphasize that some of their constituents
can be poisonous to the organism, and metabolism of
ingested plants can also generate toxic metabolites.
Many carcinogens remain inactive until they are enzyma-
tically transformed to an electrophilic species that is cap-
able of covalently binding to DNA, leading to mutation.
For this reason, metabolic activation is considered to be
a critical step in mutagenesis (13-16).

Short-term tests that detect genetic damage can provide
information needed to evaluate carcinogenic risks of
chemicals to humans. The Ames test, recommended for
testing the mutagenicity of chemical compounds with
potential pharmacological application (12,17), was used
in the present study to evaluate the putative mutagenic
effect of the methanolic extracts of 1. rruxillensis,
I. suffruticosa, flavonoid and alkaloid fractions including
indigo and indirubin.

Methods

Chemicals

Dimethylsulfoxide (DMSQO), nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate sodium salt (NADP), p-glucose-
6-phospate  disodium salt, Il-histidine monohydrate,
p-biotin, standard mutagens: sodium azide, 2-anthramine,
mitomycin C and 4-nitro-o-phenylenediamine were pur-
chased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA).
All other reagents used for chemical analysis and to pre-
pare buffers and media were from Merck (Whitehouse
Station, NJ) and Sigma.

Plant Material

Aerial parts of plants were collected in Rubido Junior,
Botucatu city, Sao Paulo State, Brazil, and authenticated
by Prof. Dr Jorge Yoshio Tamashiro. The voucher
specimens of I. suffruticosa Miller (HUEC 129598) and
I. truxillensis Kunth (HUEC 131827) were deposited
at the Herbarium of the Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp), Campinas, SP, Brazil.

Extraction and Isolation

Air-dried aerial parts of the plants (1.5kg) were pow-
dered, extracted with chloroform (CHCIl;) and methanol
(MeOH) successively at room temperature (3 x 72 h, each
solvent). Solvents were filtered and evaporated at 35°C
under reduced pressure, affording the CHCl; and MeOH
extracts, respectively. Indigofera truxillensis yielded 43.0 g
(2.9%) of CHCl; and 110.0g (7.3%) of MeOH extract,
while 7. suffruticosa furnished 18.5g (1.2%) of CHCl;
and 41.3 g (2.7%) of MeOH extract. The MeOH extracts
of both Indigofera species were fractionated in analogous
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ways by gel permeation chromatography. An aliquot
of the MeOH extract of the each plant (2.8 g) was sub-
jected to column chromatography on Sephadex LH-20
(~130 fractions of 20 ml), using methanol as eluent, flow-
ing at 0.5ml/min. The collected fractions were combined
into fractions A-C, after thin layer chromatography
(TLC) analysis on silica-gel TLC plates on glass
(20 x 20ecm), run with a solvent mixture composed of
butanol : acetic acid : water (4:1:2, v:v:v), visualized by
UV light (254 and 365nm) and then sprayed with diphe-
nylaminoborate/polyethyleneglycol (NP/PEG) reagent
or anisaldehyde/sulfuric acid solution to develop the
spots (18).

Fraction A, obtained from the MeOH extracts of each
species of Indigofera, was analyzed by direct injection
ESI-IT-MS/MS (electrospray ionization ion trap tandem
mass spectrometry), which demonstrated that this frac-
tion contained glycerolipids. Fraction B, denominated
the flavonoid fraction, was purified by column chroma-
tography on polyvinylpyrrolidone, eluted with MeOH
and MeOH:water (80:20, v:v), or MPLC (medium-
pressure liquid chromatography) on silica-gel, eluted
with EtOAc:MeOH under gradient conditions, followed
by semi-preparative reversed-phase HPLC on C-18 silica-
gel, eluted with MeOH : water (80:20; 60:40, v:v). The
purification of the fraction B from [I. truxillensis and
I. suffruticosa atfforded flavonol derivatives of kaempferol
and quercetin, respectively.

Fraction C, denominated the alkaloid fractions,
obtained from the MeOH extracts of I. truxillensis and
I. suffruticosa, was chromatographed by Sephadex LH-20
column and exhibited bis- indole alkaloids. Where neces-
sary, fractionation of the MeOH extracts was repeated to
obtain larger quantities of fractions B (flavonoid fraction)
and C (alkaloid fraction). Compounds in fractions B and
C were identified by MS (mass spectrometry), 1D and 2D
NMR (nuclear magnetic resonance) techniques and con-
firmed by comparing the physical and spectroscopic/
spectrometric data (NMR and MS) with those in the
literature.

General Experimental Procedures

NMR spectra were obtained on a Varian Inova-500
NMR spectrometer using the solvent DMSO-d; with
tetramethylsilane as internal standard. Electrospray ion-
ization mass spectrometry was performed in a Fisons VG
Platform instrument in the negative mode (45V). The
samples were dissolved in methanol and injected directly
into the mass spectrometer through a Rheodyne injector.
Acetonitrile was used as solvent and nitrogen was used
as the drying gas and for nebulization. The analyses by
ESI-IT-MS/MS were performed in a Finnigan (Thermo
Finnigan, San Jose, CA, USA) LCQ Deca ion trap
instrument equipped with Xcalibur software; samples
were dissolved in methanol and infused in the eletrospray



ionisation source with a syringe pump. Precoated silica-
gel plates with aluminum-backed sheets (Merck) were
employed for TLC with detection at 254 and 365nm
followed by color development with NP/PEG reagent
or anisaldehyde/sulfuric acid reagent. Sephadex LH-20
columns (25-100um, 3.0 (i.d.)x57.0 and 1.5 (i.d.)x
30 cm, Pharmacia Fine Chemicals), polyvinylpyrrolidone
(P-6755, Sigma) and silica-gel SiF254 (0.063-0.200 mm,
Merck) were used for column chromatography. The
MPLC separations were carried out with a Baeckstrom
apparatus equipped with an FMIQSY lab pump, using a
silica-gel column [0.04-0.063mm, 2.0 (i.d.)x30cm,
Merck]. Fractions were purified by HPLC in a system
equipped with an Rd401 refractive index detector and
with a Phenomenex Luna reversed-phase C-18 column
[1T0mm, 1.0 (i.d.)x25cm, Phenomenex Luna] and
Rheodyne injector with a 100ul sample loop.

S. typhimurinm Mutagenicity Assay

It was performed by preincubating test compounds
for 20-30min with the S. ryphimurium strains TA100,
TA98, TA97a and TAI102, with or without metabolic
activation (11). The S9-mix was freshly prepared before
each test with an Aroclor-1254-induced rat liver frac-
tion purchased (lyophilized) from Moltox (Molecular
Toxicology Inc.). Salmonella typhimurium strains were
kindly provided by Dr B. Ames, University of
California, Berkeley, CA, USA. Various concentrations
of the dry MeOH extract (1.25-7.5mg/plate), the flavo-
noids fraction (0.12-2.5mg/plate), alkaloids fraction
(0.12-2.5mg/plate) and isolated compounds (indigo and
indirubin: 0.125-1.0mg/plate) all dissolved in DMSO,
were used. The concentrations used were based on the
bacterial toxicity, in a preliminary test. In all subsequent
assays, the upper limit of the dose range tested was either
the highest non-toxic dose or the lowest toxic dose deter-
mined in this preliminary assay. Toxicity was apparent
either as a reduction in the number of his+ revertants
or as an alteration in the auxotrophic background lawn.
The various concentrations of tested compounds were
added to 500 ul of buffer (pH 7.4) and 100ul of bacterial
culture and then incubated at 37 °C for 20-30 min. Next,
2ml of top agar was added to the mixture and the whole
poured on to a plate containing minimum agar. The
plates were incubated at 37°C for 48 h and the his+
revertant colonies were counted manually. The influence
of metabolic activation was tested by adding 500 ul of 89
mixture (4%) in place of the buffer. All experiments were
analyzed in triplicate.

The standard mutagens used as positive controls in
experiments without S9 mix were 4-nitro-o-phenylenedi-
amine (10 pg/plate) for TA98 and TA97a, sodium azide
(1.25 pg/plate) for TA100 and mitomycin C (0.5 pg/plate)
for TA102. 2-anthramine (0.125 pg/plate) was used in the
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experiments with metabolic activation with all strains.
DMSO served as the negative (solvent) control.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed with the Salanal
computer program, adopting the Bernstein er al. (19)
model. The mutagenic index (MI) was also calculated
for each dose, as the average number of revertants per
plate divided by the average number of revertants per
plate of the negative (solvent) control. A sample was con-
sidered positive when M1 =2 for at least one of the tested
doses and if the response was dose dependent (20-22).

Results

Phytochemical Analysis

Portions of the MeOH extracts from [I. truxillensis and
L. suffruticosa were fractionated by gel permeation on
Sephadex LH-20, leading to the collection of fractions
A-C. Fraction A from both species contained
glycerolipids.

The purification of fraction B (flavonoid fraction)

from [I. truxillensis yielded the flavonols: kaempferol
3-O-g-L-rhamnopyranoside (Itl, 9mg) and kaempferol
7-O-u-L-thamnopyranoside  (It2, 7mg), kaempferol
3-O-u-L-rhamnopyranoside-7-0-a-L-rhamnopyranoside
(It3, 21 mg), kaempferol 3-O-u-L-arabinopyranoside-7-0-
a-L-rhamnopyranoside (It4, 15mg). The flavonoid frac-
tion from 1. suffruticosa was also purified, affording the
flavonols quercetin 7-0-B-p-glucopyranoside (Isl, 5mg),
quercetin 3-O-[B-p-xylopyranosyl-(1— 2)-B-p-galactopyra-
noside] (Is2, 10mg), quercetin 3-0-[x-L-rThamnopyranosyl-
(1—6)-p-p-glucopyranoside] (Is3, 20mg), quercetin
3-0- B-p-glucopyranosyl-(1—2)-B-p-glucopyranoside]
(Is4, 8 mg). Purification of fraction C (alkaloid fraction)
from [ rruxillensis and I. suffruticosa gave the same
bis-indole derivatives: indigo (It5, 5mg; Is5, 7mg) and
indirubin (It6, 8 mg; Is6, Smg) (Fig. 1).

Salmonella Mutagenicity Assay

The MeOH extract as well as the fractions and some
isolated compounds were investigated for their mutagenic
activity, using the Salmonella microsome assay. Table 1
shows the number of revertants/plate, the SD and the
MI values after the treatments with the extracts and frac-
tions of I. rruxillensis, in the four different strains of
S. typhimurium, with or without metabolic activation.
The MeOH extract was mutagenic to the strain TA98
in absence of metabolic activation (—89) and in presence
of S9 TA98 did not display mutagenicity. This strain
detects frameshift mutations in the DNA (target -C-G-
C-G-C-G-C—G-). The mutagenic indexes per plate
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Figure 1. Structures of the compounds isolated from the Indigafera species. Fraction B (Flavonoid fraction): [ trruxillensis -

kaempferol 3-O-z-L-

rhamnopyranoside (It1) and kaempferol 7-O-x-L-rhamnopyranoside (1t2), kaempferol 3-0-z-L-thamnopyranoside-7-O-x-L-rhamnopyranoside (1t3)
and kaempferol 3-O-x-L-arabinopyranoside-7-O-x-L-thamnopyranoside (1t4); [ suffruticosa—quercetin  7-O-f-p-glucopyranoside (Isl), quercetin
3-O-[p-p-xylopyranosyl-(1-»2)-f-p-galactopyranoside] (Is2), quercetin 3-O-[z-L-rthamnopyranosyl-{ 1 6)-B-b-glucopyranoside] (Is3) and quercetin
3-0-[p-n-glucopyranosyl-(1— 2)-B-n-glucopyranoside] (Is4). Fraction C (Alkaloid fraction): I. truxillensis and 1. suffruticosa—indigo (It5, 1s5) and

mdirubin (1t6, 1s6).

observed for the strain TA98 were higher than the other
strains used. Fraction A did not display any mutagenicity
and it was not further investigated. Fraction B (flavonoid
fraction) showed signs of mutagenic activity to the strain
TA98 (—S9 and +89). The values of the MI varied
from 1.1 to 1.9, with a significant dose-dependent effect
(P=<0.01). Fraction C (alkaloid fraction) also showed
signs of mutagenic activity, with MI 1.7 and P <0.05.
These results suggested that the compounds in the metha-
nol extract that induced mutagenic activity were present
in fractions B and C.

Table 2 shows the results obtained with the MeOH
extract of I suffruticosa and in spite of the negative
results in the mutagenic activity, the MI values are
around 2 (TA98-89), suggesting the presence of com-
pounds potentially mutagenic. For the fractions A, B
and C the results are similar to those obtained for
I. rruxillensis. The isolated compounds (from Fraction
C) were evaluated and it can be seen in Table 3 that
for indigo and indirubin the mutagenicity was positive.
A significant increase in the reversion frequency of the
TA98 strain was observed for indigo with and without
addition of the S9 mixture and for indirubin the muta-
genic effect was observed in absence of metabolization.

The highest MI value (7.7) was observed for indigo in
presence of S9 fraction.

Discussion and Conclusions

Plants of the genus Indigofera are known for their effi-
cacy in popular medicine. Although much work has been
done on the pharmacological properties of extracts from
species belonging to the genus, no data are available in
the literature concerning the genotoxicity of I. rruxillensis
and I. suffruticosa that might guarantee the safe use of
these medicinal plants.

The present study, mutagenic activity assays with
Salmonella demonstrated that the methanol extract of
1. truxillensis induced mutagenic activity in the TAO98
strain, flavonoid and alkaloid fractions induced a signifi-
cant increase in the number of revertants per plate,
although MI was < 2. The methanol extract and fractions
of I suffruticosa also induced a significant increase in the
number of revertants per plate and the MI values are
around 2, indicating signs of mutagenic activity. The
phytochemical investigation showed that the flavonoids
in the methanol extracts are kaempferol and quercetin
glycosides.
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Table 1. Mutagenic activity expressed as the mean and SD of the number of revertants/plate in bacteral strains TA98, TA100, TA97a and TAI102
exposed to MeOH extract and fractions A, B and C of I. rruxillensis at various doses, with (+ 59) or without (—=89) metabolic activation

Treatments Revertants/plate in S. ryphimurium strains
mg/plate

TAYS TAYTa TA100 TA102

—8§0# + 89° —89# + 89b —89° + 89" —8od +8g°
MeOH extract
0 43427 3620 131+1.5 139+2.5 163+4.2 145+0.5 242492 223+ 119
1.25 55+£4.6*% (1.3)  41+£23(1.1) 143£5.0 (L1) 131£25(09) 184£87 (1.1) 151£14.5(1.0) 271+4.0 (L.L1)  219£7.9 (0.9)
2.50 ST 1.5%%(1.3) 38+7.6(1.1) 143£31 (1.1) 129+10.7 (0.9) 186£7.6 (1.1) 145+3.0 (1.0) 254=£15(1.0) 223+11.0 (1.0)
3.75 8T£20%%(2.0) 42+2.0(1.3) 14721 (1.1) 137£68(0.9) 194+40(1.2) 149119 (1.0) 258+ 1.0 (1.1) 238%6.7 (1.1)
5.00 TT£6.1%%(1.8) 45+£4.2(1.3) 14850 (1.1) 142£16.1 (1.0) 180£6.2 (1.1) 141£7.6 (0.9 26440 (1.1) 228£53 (1.0)
7.50 TSE50%* (1.7) 51+3.1(1.4) 159£78(1.2) 134+16.0(0.9) 17350 (1.1) 140£55(09) 280£356 (1.2) 249+11.0 (1.1)
Fraction A (glycerolipids)
0 29421 31+2.7 141 +8.0 143+£4.0 148+ 2.5 143+£5.0 239+ 16.7 210+ 11.1
0.12 3846 (1.3) 31436 (1.0) 143+13.5(1.0) 13753 (0.9) 163+£26.1 (1.1) 155+4.2 (1.1) 267+ 14.1 (1.1) 235+13.1 (L.1)
0.38 32£53 (1.1 EL5(09) 138x406 (0.9 143£4.0 (L0) 151£42 (1.0) 149£7.0 (LO) 247276 (LO) 236 £10.3 (1.1)
0.75 42+13.5(1.4) 40+45(1.3) 132£78 (0.9) 148+3.6 (1.0) 164+13.9 (1.1) 165+£13.6 (1.2) 245+£5.9 (1.0) 251 +£5.1(1.2)
1.50 39+56 (1.3) 354+3.6(1.1) 14484 (1.0) 138+7.6(0.9) 183141 (1.2) 166+3.1 (1.2) 250£6.1 (1.0) 254+5.6(1.2)
2,50 40+£41(1.4) 394+6.0 (1.3) 138+4.06 (0.9 143+6.1 (LO) 173£10.1 (1.2) 175+ 7.6 (1.2)  251£6.9 (1.0) 255+£72(1.2)
Fraction B (flavonoids)
0 29421 31+2.7 141+8.0 143+40 148+ 2.5 143+5.0 239+ 16.7 210+ 11.1
0.12 32240 (L1 0 £59(09) 14222000 (1L0) 145279 (L0) 1442142 (0.9) 145£4.2 (L.O)  223£11.0 (0.9) 224 £6.0(1.1)
0.38 404+25% (14)  40+87(1.3) 132+70(0.9) 142+3.1 (0.9) 140+ 1.5 (0.9) 145+6.5 (1.0) 198+ 12.5 (0.8) 206 +11.4 (0.9)
0.75 424+ 40%*% (1.4) 40+7.5(1.3) 138£3.6 (0.9) 146+5.1(L0) 145+13.2 (0.9) 156+£12.4 (1.1) 213£23.3 (0.9) 216171 (1.0)
1.50 S0£49%* (1.7) 49+6.4* (1.6) 15693 (1.1) 146£59 (L0} 15550 (1.0) 154%6.5 (1.1) 24674 (1.0) 232+13.6 (L.1)
2,50 ST£50%%(1.9) 49+4.6% (1.6) 15832 (1.1) 15178 (L1) 136+4.6(0.9) 142479 (0.9) 25085 (1.0) 234+11.0 (L.1)
Fraction C (alkaloids)
0 43+27 3620 131+1.5 139+2.5 163+ 4.2 145+9.5 24249.2 223+ 119
0.12 37£4.0(0.9) 33£50(09) 133245 (L0) 126+6.6 (0.9) 165£3.6 (1.0) 132431 (0.9) 24171 (0.9) 220+4.5(0.9)
0.38 43+£2.5 (1.0) I6£6.0(1.0) 146270 (L.1) 136£9.1(0.9) 178£3.1 (1.1) 142£2.0 (0.9) 256£21.6 (1.1) 224£99 (1.0)
0.75 44+ 1.5(1.0) MEILL(09) 13686 (L.0) 133+£45(09) 183+40(1.1) 144+46(09) 294+129 (1.2) 2234141 (1.0)
1.50 T2+9.7% (L7)  45+3.1(1.3) 152413.1 (1.2) 146+4.0 (L1) 189+3.5(1.1) 141+10.0 (0.9) 310+20 (1.3) 224112 (1.0)
Control + 608+ 71.52 663£354 T11+12.1 761 £28.0 914 £ 17.6 886 £49.3 1076 £ 57.1 1082 £ 72.9

MeOH: methanolic extract; (0 = negative control (DMSO—I100 pl/plate); Control +: Positive control.
#4-Nitro-o-phenylenediamine (10.0 pg/plate); "2-anthramine (1.25 pg/plate); “Sodium azide (1.25 pg/plate); *“Mitomycin C (0.5 pg/plate).

=P <005 **P <001 (ANOVA). The values in brackets are M1 values.

In the case of the flavonoids, despite many results indi-
cating their pharmacological activity and potential benefit
to human health (23.24), several are also described as
mutagens (25,26). Among flavonoids, flavonols constitute
a very important subclass as for as genotoxicity studies
are concerned. There are numerous reports on the muta-
genicity of compounds belonging to this subclass.
Quercetin is known to be directly mutagenic to the
Salmonella strain TA98 (27-30), whereas flavonoids
lacking the adjacent hydroxyl (catechol groups) are
innocuous (31). Kaempferol has only one hydroxyl
group in the B ring and is a weak mutagen in both
TA98 (27-30) and V79 (32) cells, and this activity is
decreased further when the aglycone is bound to glyco-
sidic moieties (33).

The indigoids are natural bis-indoles utilized in
dyes (34) and are being studied for medicinal purposes
(35). They are founded in plants (36), mushrooms
(37) and human urine (38). In the human body, indole
is a product of the catabolism of tryptophan by gut
bacteria and is significantly absorbed. It is oxidized
to indoxyl and excreted in the urine as indoxyl

(3-hydroxyindole) sulfate. Many alkaloids are known to
be genotoxic (39-43). However, many of these alkaloids
have also demonstrated an outstanding pharmacological
potential, exhibiting antimicrobial, antiplasmodial and
antitumoral activities (44, 45).

In relation to indigo mutagenicity the data are contro-
versial. Herbert er al. (46) assessed the mutagenicity of
natural indigo by using the standard procedure for the
Salmonella/microsome mutagenicity test, as described by
Ames. The substance exhibited mutagenicity towards
strains TA1538 and TA98 in the presence of S9. On the
other hand, Jongen and Alink (47) investigated the muta-
genic potential of two natural and seven synthetic,
commercial indigo dye products. The natural products
showed no mutagenicity in S. typhimurium strains TA98
and TA100. The results confirmed the presence of muta-
genic activity and the highest values of M1 were obtained
when indigo was evaluated, suggesting that this alkaloid
is the main compound responsible for the mutagenic
effect. Natural indigo is a dark blue powder obtained
from several plant species, besides the gender Indigofera
(48). Tt is used in Chinese traditional medicine (49)
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Mutagenicity of 1. truxillensis and 1. suffruticosa

Table 2. Mutagenic activity expressed as the mean and SD of the number of revertants/plate in bacterial strains TA98, TA100, TA97a and TA102
exposed to MeOH extract and fractions A, B and C of [ suffruticosa, at various doses, with {(+89) or without (—S89) metabolic activation

Treatments Revertants/plate in S. ryphimurium strains
mg/plate

TA98 TA97a TALOO TAI102

—So + 80P —80 + 89F —89¢ +89° —89d +89b
MeOH extract
0 43427 36+20 131£1.5 139+£2.5 163 +£4.2 145+ 9.5 242492 223+119
1.25 38446 (0.9) 41+1.2 (1.1) 145431 (1.1) 138+2.1(0.9) 152440 (09) 141+21 (0.9) 262425 (1.1) 2194+49 (0.9)
2.50 43+4.5 (1.0) 40+2.7 (1.1) 145421 (1.1) 142+4.2 (1.0) 151421 (0.9) 147+6.7 (1.0) 2444+7.6 (1.0) 225+8.5 (1.0)
3.75 62+2.5% (1.4) 44431 (1.2) 147440 (1.1) 145+£2.1 (1.0) 161 42.7 (0.9) 146+£7.5(1.0) 249+6.7 (1.0) 242450 (1L.1)
5.00 a6+ 1.5** (1.5 44+3.1(L2) 153£50(1.2) 142+£6.4 (1.0) 165+3.1(1.0) 152+6.2(1.0) 250%6.1 (1.0) 234+7.9 (1.0)
7.50 TOE59% (1.8) 45435 (1.2) 159+£7.8 (1.2) 151£5.1 (L0) 156£1.5(0.9) 149+6.0 (1.0) 253+£3.5(1.0) 237+9.6 (1.1)
Fraction A (glycerolipids)
0 43427 36420 131+1.5 139+2.5 148425 143+ 5.0 239+16.7 210+11.1
0.12 46+1.7 (1.1) 35+2.0 (0.9) 131421 (1.0) 136+3.5(0.9) 159442 (1.1) 145+3.0 (1.0) 251+7.0 (1.1) 227476 (1.1)
0.38 47+1.5 (1.1) 38+25 (1.1 134+£3.1 (1.0) 135£3.1 (0.9) 1604+2.0 (1.1) 147+3.1 (1.0) 260+6.0 (1.1) 235+5.0 (1.1)
0.75 50+1.5(1.2) 42+1.5 (1.2) 13950 (1.1) 138+1.2 (0.9) 163+3.1(1.1) 152+2.1 (1.1) 264+84 (1.1) 247450 (1.2)
1.50 55+3.6(L.1) 454+1.6 (1.3) 143425 (1.1) 14221 (1.0) 170+£1.5(1.1) 160x£2.0(1.1) 26550 (1.1) 255+5.0 (1.2)
Fraction B (flavonoids)
0 43£2.7 3620 131£1.5 139425 148+2.5 143 £50 2394£16.7 210+11.1
0.12 45+ 1.5 (1.0) 42420 (1.2) 142415 (1.0) 136+=2.0 (1.0) 149+4.2 (1.0) 136=%+3.1 (0.9) 244+3.2 (1.0) 219=+8.1 (1.0)
0.38 5241.5* (1.2) 43+4.5 (1.2) 142410 (1.0) 139+1.5(1.0) 152436 (1.0) 140£2.5(09) 2494+2.1 (1.0) 239+6.1 (1.1)
0.75 63£3.1%* (1.5) 484+1.2%% (1.3) 144+£3.1 (1.1) 141£2.1 (1.0) 153+55(1.0) 142+£21 (0.9) 248+26.2(1.0) 243£5.0 (1.2)
1.50 Bl 1.5% (1.9) S4+2.5%(L5) 149+1.5 (1.1) 144+3.2 (L0) 158420 (1.1) 143£2.0(1.0) 272462 (1.1)  264+4.7 (1.3)
Fraction C (alkaloids)
0 43427 36+2.0 131£1.5 139+£2.5 148+2.5 143 +£5.0 239+16.7 210+11.1
0.12 46215 (L1 31£17 (0.9 142£2.0 (1.0) 139+1.2 (1.0) 151£2.3 (1.0) 140£2.7 (0.9) 255+42 (1.1) 228+57 (L1)
0.38 50+2.0(1.2) 38+1.5 (1.1) 146412 (1.1) 139+£3.1 (1.0) 1534+25(1.0) 145+£3.0(1.0) 269+1.2 (1.1) 239442 (1.1)
0.75 69+1.2* (1.6) 40+1.5 (1.1) 152420 (1.0) 143+3.1 (1.0) 165+3.8 (1.1) 149+2.1 (1.0) 278453 (1.2) 243459 (1.2)
1.50 85+ 1.5*%(1.9) 47+1.2(1.3) 152444 (1.2) 14315 (1.1) 180£2.0(1.2) 154x25(1.1) 306%£7.2(1.3) 255+4.7 (1.2)
Control + 466+34.1 607 +=30.3 703 +£24.7 750 +£55.7 955+33.0 797 £ 32.1 1158 £65.8 1158+49.4

MeOH: methanolic extract; 0 = negative control (DMSO

100 pl/plate); Control +: positive control.

*4-Nitro-o-phenylenediamine (5.0 pg/plate); "2-anthramine (1.25 pg/plate); “Sodium azide (1.25 pg/plate); “Mitomycin C (0.5 pg/plate).
*P < 0.05 *P<0.01 (ANOVA). The values in brackets are MI values.

Table 3. Mutagenic activity expressed as the mean and SD of the

number of revertants/plate in bacterial strain TA98 exposed to the
compounds isolated from methanolic extract of [. rruxillensis

and [I. suffruticosa at various doses, with (+S9) or without (—S%9)
metabolic activation

Treatment (mg/plate) TA98 (—89) TA98 (+ 89)
Positive control BT+ 1.4 991 £ 10.1
Negative control 30+1.5 36 +£4.0
Alkaloids
Indigo
0.125 38+0.6 (1.3) 44427 (1.2)
0.25 42432 (14) 86 £5.3%* (24)
0.50 45+1.5 (1.5) 192 £2.5%* (5.3)
0.75 50+£4.0% (1.7) 229 +3.6** (6.7)
1.00 57+4.2%* (1.9) 276 +5.3** (1.7)
Indirubin
0.125 46+2.7 (1.5) 36 £2.0(1.0)
0.25 58 +3.8%* (1.9) 36 £4.0 (1.0)
0.50 58+3.0%* (1.9) BE2.5(1.1)
0.75 63+ 1.7%* (2.1) 43+4.0(1.2)
1.00 63+3.6%* (2.1) 46 £3.6 (1.3)

Negative control: DMSO (100 pl/plate); Positive control: —89: 4-nitro-
o-phenylenediamine (10.0 pg/plate); +S89: Z-anthramine (1.25pg/plate).
=P < 0.05 **P < 001 (ANOVA). The values in brackets are MI values.

for the treatment of virus infections (50), inflammatory
breathing diseases (51) and leukemia (52-54). The bis
indole indirubin is an active ingredient of Danggui
Longhui Wan, a traditional Chinese medicine used in

the treatment of chronic diseases such as leukemia. The
antitumoral properties of indirubin appear to correlate
with their antimitotic effect. Indirubins were recently
described as potent inhibitors of cyclin-dependent kinases
(55).

Finally, it may be conclude that mutagenic activity
observed in the methanol extract can probably be attrib-
uted to interaction between several compounds present in
these species and the alkaloid indigo is the main com-
pound responsible for this effect. The positive results in
the Ames test for the MeOH extract suggest that the
indiscriminate use of homemade preparations of this
plant can be dangerous to health. Like synthetic medi-
cines, natural products also need to be evaluated with
regard to their pharmacological properties, toxicity,
dosage, duration of treatment and safety.
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ANEXOS



ANEXO I. Ensaios de mutagenicidade:

A. Solucdes e meios de cultura:
- Caldo nutriente:

Meio OXO0id.....cccoeeeeiiiiiieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeee, 0,75¢
Agua destilada q.5.p.....cceveveveeeeeeeeeereeeereenn 30mL
Autoclavar (121°C, 15 minutos).

- Top agar:

AGAT .ot 1,29
I F= 1O 1,09
agua destilada g.S.P.eeeceeeerieeeiirenee e 200mL

Autoclavar (121°C, 15 minutos).
- Solucao de Histidina/Biotina (0,5 mM):

2] 10) £ = 0,00247¢g
[ 1153 1o [T = VR 0,00192g
Agua destilada (45°C) Q.S.P..ceveveeecrrrreririrnnnn. 20mL

Autoclavar (121°C, 15 minutos).
Agar minimo glicosado (AGM):

Glicose 40%: 50mL/1L de meio (45 mL agua destilada + 20g glicose); VB: 20 mL/1 L de meio.
Autoclavar (121°C, 15 minutos).
- VB (Vogel Bonner E):

Sulfato de magnésio...........ccceeeieiieniiiieneiienns 0,759
ACIHO CIICO. 1+t 7,59
Fosfato de potassio dibasico.........ccccceereeennee. 37,59
Fosfato de sédio € amoOnio........ccceeeeeeeeeeeeennne. 13,13¢g
Agua destilada (45°C)........cccveeeeeereeeerrennne. 50,25mL

Dissolver os reagentes (1-4) sequencialmente na agua, mantendo a temperatura em 45°C (banho quente).
Autoclavar (121°C, 15 minutos).
- Tampao fosfato (0,2 M):

Solucéo estoque A:

2,849 (NagHPO,)...ooiiieiieieieeee, 100mL (agua destilada)
Solucéo estoque B:
2,769 (NaHoPOy)..ooeiiiiiiiiiiee, 100mL &gua destilada)

Solucado de uso: Misturar 30 mL da solugdo A e 7mL da solugdo B. Ajustar o pH (7.4). Autoclavar (121°C, 15
minutos).

- Solucao de MgCl (0,4 M):

MQCI2.6H20.....cccc i 8,139
HoO destilada......cccoeeeveeeieieiiiiiiiiin, 100mL
Autoclavar (121°C, 15 minutos).



- Solucéo de KCI (1,65M):

Autoclavar (121°C, 15 minutos).
- Solucao de glicose 6-fosfato (G-6-P) 1M:

GB-Prneoeeeeeee e, 2,821g

HoO destilada (estéril).........ccceereernernnne 10 mL

- Solucao NAPD (0.1 M):

NAPD. ..o, 0,76549
H>O destildada (estéril)........cevvvvieeiicciiieeeieen, 10mL

- Solucao de tetraciclina:
HCI 0,02N (14 uL HCI fumegante (Merck) — 10 mL agua estéril)
0,008g tetraciclina — 1 mL HCI 0,02N

Filtrar a solugdo de HCI (Millipore) antes de acrescentar o antibiético; trabalhar na capela.

B. Controles positivos utilizados no Teste de Ames:

- Azida sddica: (25uL para TA 100)
10 mLagua....ccceevceeeeennee 0,0005¢g

- NPD: (50uL — TA98)
5mL DMSO.......cccocvveevnneen. 0,001g

- Antramine: (25uL — TA100, TA98, ensaios com S9)
10mL DMSO.......ccccvernnen. 0,0003g

C. Soluciao de congelamento das linhagens de Salmonella typhimurium utilizadas no Teste de Ames:

1mL cultura
0,2mL DMSO
Estocar por 24 h a -20°C e passar para - 80 °C.

D. Cultura (estoque)

- 30mL de caldo nutriente;
- Linhagens (TA): 95 pL de ampicilina (8mg/mL);
- Acrescentar o antibiético apos a esterilizagao dos meios.

E. Controle e testes das linhagens de Salmonella typhimurium utilizadas no Teste de Ames:
E.1. SENSIBILIDADE AO CRISTAL VIOLETA:

Realizar o teste com apenas uma linhagem por placa;

Agar nutriente (CN + 1,5% agar);

Solucao de cristal violeta 0,1% (0,01g/10 mL de agua estéril);

Semear com Drigalski 0,1mL de suspensao bacteriana; utilizar 3 discos estéreis.
Utilizar a técnica de difusao em disco, como antibiograma, 10uL de solug¢ao/disco.

E.2. RESISTENCIA A AMPICILINA:
Em placa de AGM, usando alga de semeadura, fazer um “V” com o antibiético e outro perpendicularmente, outro

com a cultura (2 linhagens /placa).
E.3. REQUERIMENTO DE BIOTINA:



Esparramar 0,1mL da solugdo de biotina com drigalski, esperar secar e fazer estrias com a cultura (2
linhagens/placa).

E.4. REQUERIMENTO DE HISTIDINA/BIOTINA:
- 2 linhagens por placa;

- AMG;

- BIOTINA (0,5 mM): 0,0012g — 100mL &agua destilada

- HISTIDINA (0,5%): 0,015g — 3 mL agua destilada

Autoclavar as solugbes de aminoacidos. Com o mesmo procedimento do teste E.4., nesse caso, colocando

primeiro a biotina.

E.5. SENSIBILIDADE A LUZ ULTRAVIOLETA:
- 30 cm por 8 segundos;

Uma linhagem por placa (100ul de cultura, com drigalski); Deixar as placas abertas.

*%

ANEXO II. Ensaios com cultivos celulares:

A. Solucoes e meios de cultura:

- Meio DMEM: O meio de cultura é composto de HAM — FIO (10g) - Sigma, DMEM (10g) -Sigma, NaHCO; (1,29),
HEPES (2,389), penicilina (0,06g) e estreptomicina (0,10g) para 2 litros de agua Milli Q, com pH final entre 7,2 e
7,4. O meio de cultura foi esterilizado em membrana filtrante (0,22u) e aliquotado para ser estocado sob
congelamento (-20°C).

- Solucao de acido tricloroacético 10%:

Para a preparagéo de 1 litro de solugéo:

Acido tricloroacético...........cccoevreurenne... 100g

Agua destilada...........ccccvvevereeeernnnnn 1000mL.

Dissolver bem o acido em agua e armazenar a 4°C.

- Solucao de sulforodamina-B 0,4% em acido acético 1%:

Para a preparacao de 100mL de solucgéo:

Sulforodamina-B........c.cccccevvvviiiiiiiiinenns 0,49

Acido actico 1%........cvveceeeereereeerereennan. 100mL.

Dissolver bem e armazenar em temperatura ambiente.

- Tampao TRIS Base 10mM, pH 10:

Para a preparacao de 1000mL de solugéo:

TRIS Base.......coooevvvveviiiiieeeeiienens 1,21g

Agua destilada...........ccccovevrreeceeennn 1000mL.

Dissolver bem, ajustar o pH com NaOH 1N e armazenar em temperatura ambiente.
- Solucao NaOH 10N:

Para a preparacao de 1000mL de solugéo:

TRIS Base........ccceeeveveveeieeeeeeieennnns 1,219

Agua destilada..........co.coevereeeerrienn 1000mL. Dissolver bem e armazenar em temperatura ambiente.



ANEXO lll. Ensaios de atividade antimicrobiana:

A. Solucdes e meios de cultura:
- Meio Mueller-Hinton (composicao e preparo)

- Infusdo de carne ..... 30%
- Caseina hidrolisada ..... 1,75%
- Amido ..... 0,15%

Esterelizar em autoclave por 15 minutos (121°C). Foram utilizadas placas de Petri plasticas, descartaveis e de
fundo chato, atingindo uma espessura méaxima de 4mm de agar. O pH (entre 7,2-7,4) deve ser confirmado com
eletrodo de pHmetro comum, devidamente calibrado, em contato com a superficie de uma pequena porgao de
meio solidificado e macerado. As placas devem ser resfriadas em temperatura ambiente e armazenadas sob
refrigeracao (4°C). Utilizar até 7 dias apds cada preparacdo. Cada lote de placas deve ser submetida ao teste de
esterilidade, que consiste em incubagao a 30-35°C em uma média de 48h para comprovagao da auséncia de
crescimento bacteriano ou fangico.
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ANEXO |V. Ensaios de atividade anti-Leishmania

- Meio LIT - Infusédo de triptose e figado (composicao e preparo):

Agua destilada ..... 1000mL
Infuséo de figado ..... 59
Triptose ..... 259

Fosfato de sédio (NaoHPO,) ..... 40g
Cloreto de potassio (KCI) ..... 29
Glicose ..... 29

Cloreto de sodio ..... 209
Hemina ..... 125mg

Soro fetal bovino ..... 100mL
Penicilina ..... 50u/mL
Estreptomicina ..... 100pg/mL

Acertar o pH para 7,2. Filtrar em membrana filtrante 0,22um. Aliquotar e manter refrigerado a 4°C.
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ANEXO V. Andlises estatisticas:

Analises de regressao linear: Através da analise de regresséao linear simples é possivel estabelecer uma
funcdo matematica para a descri¢cdo e compreensao da relacao entre duas varidveis em estudo (concentra¢do das
substancias testadas e absorbancias/vialibidades obtidas nos ensaios, além de prever ou projetar novas

observagdes, ou ainda ajustar e controlar processos).

O valor do coeficiente de correlagao (R-multiplo) permite conhecer a forca da relagédo entre as variaveis e
quanto mais proximo a 1, maior a forgca de correlagdo. O R-quadrado (coeficiente de determinagéo) indica a
proporgao da variagdo total da absorbancia, sendo explicada na variagdo das concentragdes das substancias
testadas. Através do erro padrdo se pode medir a dispersdo dos desvios ao redor da reta de regressao
informando quéao grandes séo os erros da estimativa. Para a analise do processo de regressdo, se assume como
hipétese nula (Ho) a rejeicdo da regressao, sendo a=0 e b=0, analisando dessa maneira a existéncia e aceitagao
da regressao linear, além de observar a sua variancia. A decisdo de aceitar ou nao a regressao € determinada
comparando-se o valor do F de significacao (p-value F observado ou a probabilidade P (F>Fobservado)) com o
nivel de significAncia adotado. Quando F de significagdo for menor que o nivel de significAncia do teste, a
hipétese nula é rejeitada e a regresséo linear é aceita. O coeficiente a da equagao da reta de regressao linear (y =
a + bx) é representado na tabela pela intersecéo e b pelo coeficiente de concentragdo. O erro padrao representa
os erros padrdes de cada coeficiente. Através do Stat t (estatistica t) se pode aceitar ou rejeitar os valores dos
coeficientes de regressdo. Quando os valores do t observado forem menores que o valor do t critico (2,12 —
obtido na tabela de distribui¢ao t), a hipotese nula é rejeitada e os coeficientes sdo aceitos. O valor-P ou valor da
probabilidade P (t>t observado) permite decidir sobre a aceitagao ou rejeigéo da hipétese nula para os coeficientes
da reta. Quando o valor-P for menor que o nivel de significAncia a hipétese nula é rejeitada. Os resultados dos
residuos demonstram as absorbancias previstas pela reta de regressao linear para cada observacao, além de
demonstrar a diferenca entre o valor observado e projetado pela reta de regressao (residuo).

Anadlises de variancia: A andlise de variancia € um procedimento estatistico para analise de testes de

hipétese e a comparacdo de médias de dois ou mais tratamentos de uma amostra. Para a andlise de variancia se
assume como hipétese nula (Ho) a inexisténcia de diferenca entre os tratamentos sob analise, ou seja, 0s grupos
sob analise ndo séo significativamente diferentes entre si. A comparagéo entre os valores de F observado e F
critico (obtido na tabela de distribui¢cdo F), permite decidir sobre a aceitacao ou rejeicdo de Ho para os diferentes
tratamentos da amostra. Quando o F observado for menor que o F critico, a hipétese nula deve ser aceita e,
portanto, ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos da amostra. A avaliacdo da
hipéstese nula pode ser realizada através do valor-P ou valor de probabilidade P (F>F observado). Se o valor-P
for menor que o nivel de significancia adotado para o teste (a = 0,05), a hipétese nula é rejeitada.

Teste de Dunnett: O teste de Dunnett serve para comparagdes miltiplas onde apenas um tratamento

serve de referéncia, quer dizer, deseja-se apenas comparar todos com apenas um. Por exemplo, o tratamento
padrdo (pode ser chamado de controle, tradicional...) ndo havendo interesse na comparacdo dos demais

tratamentos entre si. O valor da DMS para o teste de Dunnett é obtido pela seguinte expressao:

2 OMR
-

DMY =tlv, o).



Onde:
-v= graus de liberdade para tratamentos;
- a = graus de liberdade para o residuo;

O teste de Dunnett é semelhante ao teste t de Student, exceto pelo valor de q, aqui ajustado para um
maior nimero de tratamentos. Toda estimativa de contraste em modulo maior do que a diferenga minima

significativa (DMS) resultara em um valor significativo no nivel de significancia a.
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ANEXO VL. Interpretacao da regressao linear e ANOVA para os ensaios de citotoxicidade:

1. ISATINA
a) 24 horas de incubacéo:

- Correlagao entre as variaveis: 96,4%;

- Erro padréo de regresséo: 5,82%;

- Analise de regressao aceita — F de significacao (0,001875) & menor que o nivel de significAncia adotado (0,05);

- Equacado dareta: y = 91,61013443 — (-0,80892491)x;

- Erro padrao para coeficiente a (3,265155469) e b (0,110854805);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (9,6 x 10 e 0,001875, respectivamente) sdo menores que o
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipétese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (28,0569 e 7, 297,
respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicdo t), aceitando os valores desses
coeficientes.

b) 48 horas de incubacio:

- Correlagao entre as variaveis: 97,6%;

- Erro padrédo de regresséo: 4,97%;

- Analise de regressao aceita — F de significacao (0,000831) & menor que o nivel de significAncia adotado (0,05);

- Equacao da reta: y = 92,0839903 — (-0,855523879)x;

- Erro padrao para coeficiente a (2,788434562) e b (0,094669725);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (5,1 x 10% e 0,000831, respectivamente) sdo menores que o
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hip6tese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (33,02354 e
9,03693, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuigcdo t), aceitando os
valores desses coeficientes.

c) 72 horas de incubacéo:

- Correlagéo entre as variaveis: 96,9%;
- Erro padrdo de regresséo: 6,53%;
- Analise de regresséao aceita — F de significacao (0,001338) € menor que o nivel de significaAncia adotado (0,05);

- Equacao da reta: y = 91,45270832 — (-0,992702312)x;
- Erro padréo para coeficiente a (3,665340903) e b (0,124441441);



Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (1,53 x 10”° e 0,001338, respectivamente) sd0 menores que 0
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (24,95067 e
7,97726, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os
valores desses coeficientes.

2. INDIGO
a) 24 horas de incubacéo:

- Correlagéo entre as variaveis: 91,9%;

- Erro padrédo de regressao: 2,24%;

- Andlise de regresséo aceita — F de significagdo (0,000467) € menor que o nivel de significancia adotado (0,05);

- Equacéo da reta: y = 95,65821376 — (-0,029237952)x;

- Erro padréo para coeficiente a (0,914871729) e b (0,004753824);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (1,93 x 10" e 0,000467, respectivamente) sdo menores que o
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (104,5592 e
6,15039, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os
valores desses coeficientes.

b) 48 horas de incubacio:

- Correlagao entre as variaveis: 96,5%;

- Erro padrédo de regresséao: 1,69%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacdo (2,43 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacgéo da reta: y = 97,39407947 — (-0,035183933)x;

- Erro padrdo para coeficiente a (0,690482299) e b (0,003587867);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (2,37 x 1072 e 2,43 x 10, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (141,0522 e
9,80636, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicdo t), aceitando os
valores desses coeficientes.

¢) 72 horas de incubagéo:

- Correlagao entre as variaveis: 96,7%;

- Erro padréo de regresséo: 2,41%;

- Anlise de regressao aceita — F de significacéo (1,98 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacao dareta: y = 97,5041007 — (-0,051738687)x;

- Erro padrao para coeficiente a (0,983739612) e b (0,005111684);

Os coeficientes a e b sao aceitos, pois os valores-P (2,8 x 10" e1,98x 107, respectivamente) sdo menores que 0
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (99,11576 e



10,1217, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuigao t), aceitando os
valores desses coeficientes.

3. AMENTOFLAVONA
a) 24 horas de incubacéo:

- Correlagao entre as variaveis: 95,8%;

- Erro padrédo de regresséao: 3,45%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacdo (4,73 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacado dareta: y = 93,19146116 — (-0,091479922)x;

- Erro padrao para coeficiente a (1,987208533) e b (0,010325885);

Os coeficientes a e b séo aceitos, pois os valores-P (5,24 x 10" e 4,73 x 10'5, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipétese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hip6tese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (46,89566 e
8,85928, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuigdo t), aceitando os
valores desses coeficientes.

b) 48 horas de incubacio:

- Correlagao entre as variaveis: 98,2%;

- Erro padrédo de regresséo: 3,45%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacdo (2,42 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacao da reta: y = 96,82293882 — (-0,101201134)x;

- Erro padrao para coeficiente a (1,406765912) e b (0,007309803);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (3,59 x 10" e 2,24 x 10, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (68,82662 e
13,8446, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os

valores desses coeficientes.

¢) 72 horas de incubacéo:

- Correlagéo entre as variaveis: 98,1%;

- Erro padrédo de regressao: 4,90%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacéo (2,73 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacéo dareta: y = 95,65115378 — (-0,141110716)x;

- Erro padrao para coeficiente a (1,996686903) e b (0,0010375136);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (4,52 x 107'% e 2,73 x 10, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (47,90493 e
13,6009, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicédo t), aceitando os

valores desses coeficientes.

4. KAEMPFEROL-3,7-DIRAMINOSIDEO

a) 24 horas de incubacéo:




- Correlagéo entre as variaveis: 94,7%;

- Erro padrao de regressao: 5,42%;

- Analise de regresséao aceita — F de significacao (0,000102) &€ menor que o nivel de significAncia adotado (0,05);

- Equacao dareta: y = 97,911617297 — (-0,090297718)x;

- Erro padréo para coeficiente a (2,210048204) e b (0,011488399);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (7,79 x 10"° e 0,000102, respectivamente) sdo menores que o
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (44,30499 e
7,86305, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os
valores desses coeficientes.

b) 48 horas de incubacao:

- Correlagéo entre as variaveis: 97,4%;

- Erro padréo de regresséo: 4,68%;

- Anlise de regressao aceita — F de significacéo (8,85 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equagao da reta: y = 98,61049655 — (-0,113236091)x;

- Erro padrao para coeficiente a (1,908023809) e b (0,009914427);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (2,66 x 107'° e 8,85 x 10°, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (51,68201 e
11,3236091, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os

valores desses coeficientes.

€) 72 horas de incubacéo:

- Correlagao entre as variaveis: 99,1%;

- Erro padrédo de regressao: 4,90%;

- Analise de regresséo aceita — F de significagao (2,23 x 10'7) € menor que o nivel de significAncia adotado (0,05);
- Equacao da reta: y = 96,08455875 — (-0,102259842)x;

- Erro padréo para coeficiente a (1,002703231) e b (0,005210222);

Os coeficientes a e b séo aceitos, pois os valores-P (3,55 x 10" e 2,23 X 10'7, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (95,82552 e
19,6228, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os
valores desses coeficientes.

5. RUTINA

a) 24 horas de incubacéo:

- Correlagao entre as variaveis: 98,5%;
- Erro padrédo de regresséao: 2,67%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacdo (1,16 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);

- Equacao da reta: y = 100,7924429 — (-0,087272348)X;



- Erro padrao para coeficiente a (1,0808014) e b (0,005655525);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (4,51 x 10"2 e 1,16 x 10, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois 0 t observado para os coeficientes a e b (92,600595 e
15,4313, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicéao t), aceitando os

valores desses coeficientes.

b) 48 horas de incubacao:

- Correlagao entre as variaveis: 98,9%;

- Erro padrédo de regressao: 2,28%;

- Anlise de regressao aceita — F de significacéo (3,35 x 107) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacéo da reta: y = 100,629651 — (-0,089415978)x;

- Erro padréo para coeficiente a (0,930334316) e b (0,004834181);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (1,52 x 10" e 3,35 x 107, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipétese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (108,1651 e
18,4966, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuigao t), aceitando os
valores desses coeficientes.

c) 72 horas de incubacéo:

- Correlagao entre as variaveis: 98,5%;

- Erro padrédo de regresséao: 2,76%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacdo (1,07 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacdo dareta: y = 101,311146 — (-0,091456996)x;

- Erro padrao para coeficiente a (1,127783018) e b (0,005860159);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (5,58 x 102 e 1,07 x 10, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (89,83213 e
15,6066, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuigédo t), aceitando os
valores desses coeficientes.

6. ACIDO GALICO
a) 24 horas de incubacéo:

- Correlagao entre as variaveis: 95,6%;

- Erro padréo de regresséo: 5,73%;

- Analise de regressao aceita — F de significacao (0,002812) & menor que o nivel de significAncia adotado (0,05);

- Equacgéo da reta: y = 98,33738553 — (-0,716963775)x;

- Erro padrao para coeficiente a (3,225169478) e b (0,109497247);

Os coeficientes a e b séo aceitos, pois os valores-P (6,89 x 10° e 0,002812, respectivamente) sdo menores que o
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (30,49061 e



6,54778, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os
valores desses coeficientes.

b) 48 horas de incubacao:

- Correlagéo entre as variaveis: 96,2%;

- Erro padréo de regresséao: 6,17%;

- Analise de regressao aceita — F de significacao (0,002088) € menor que o nivel de significAncia adotado (0,05);

- Equacado dareta: y = 101,7736581 — (-0,83271634)X;

- Erro padrao para coeficiente a (3,458877191) e b (0,117431822);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (7,94 x 10 e 0,002088, respectivamente) s&0 menores que o
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipétese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (29,4239 e 7,09106,
respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuigdo t), aceitando os valores desses

coeficientes.

¢) 72 horas de incubacao:

- Correlagao entre as variaveis: 99,7%;

- Erro padrédo de regresséo: 1,49%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacdo (7,99 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacao dareta: y = 101,5176251 — (-0,837372011)x;

- Erro padrao para coeficiente a (0,839568407) e b (0,028504061);

Os coeficientes a e b sao aceitos, pois os valores-P (2,81 x 10%e 7,99 x 10°, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (120,9164 e
29,3773, respectivamente) sao maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os
valores desses coeficientes.

7. ACIDO QUINICO
a) 24 horas de incubacéo:

- Correlagao entre as variaveis: 98,5%;

- Erro padréo de regressao: 1,78%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacdo (1,22 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equagéo da reta: y = 98,34251329 — (-0,057607288)x;

- Erro padrao para coeficiente a (0,724193518) e b (0,003763037);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (3,1 x 10" e 1,22 x 10°, respectivamente) sdo menores que o
nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (135,7959 e
15,3087, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicédo t), aceitando os

valores desses coeficientes.

b) 48 horas de incubacao:




- Correlagéo entre as variaveis: 99,2%;

- Erro padrao de regressao: 1,35%;

- Analise de regressao aceita — F de significacdo (1,76 x 107) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equagéo da reta: y = 97,85845701 — (-0,057851735)x;

- Erro padrao para coeficiente a (0,548367374) e b (0,002849413);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (4,58 x 10™* e 1,76 x 107, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (178,4542 e 20,303,
respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os valores desses
coeficientes.

c) 72 horas de incubacao:

- Correlagéo entre as variaveis: 97,4%;

- Erro padréo de regresséo: 3,19%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacéo (8,19 x 10°®) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacao dareta: y = 97,53144338 — (-0,07798714)x;

- Erro padrao para coeficiente a (1,298970293) e b (0,006749678);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (1,96 x 107" e 8,19 x 10°, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (75,08366 e
11,5542, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicédo t), aceitando os

valores desses coeficientes.

8. INDIRUBINA
a) 24 horas de incubacéo:

- Correlagéo entre as variaveis: 96,1%;

- Erro padrédo de regressao: 3,23%;

- Anélise de regresséo aceita — F de significacéo (3,45 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacéo da reta: y = 95,73106785 — (-0,06372815)x;

- Erro padrao para coeficiente a (1,319311691) e b (0,006855375);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (2,48 x 107" e 3,45 x 10, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (72,56137 e
9,29608, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicdo t), aceitando os

valores desses coeficientes.

b) 48 horas de incubacio:

- Correlagao entre as variaveis: 95,2%;
- Erro padréo de regresséo: 5,33%;
- Andlise de regressao aceita — F de significacdo (7,45 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);

- Equacdo da reta: y = 95,66791317 — (-0,093074208)x;



- Erro padrao para coeficiente a (2,169789574) e b (0,011274608);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (8,06 x 107° e 7,45 x 10, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (44,09087 e
8,25521, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicao t), aceitando os

valores desses coeficientes.

¢) 72 horas de incubagéo:

- Correlagao entre as variaveis: 97,5%;

- Erro padrédo de regressao: 4,13%;

- Andlise de regressao aceita — F de significacéo (6,91 x 10°) é menor que o nivel de significancia adotado (0,05);
- Equacéo da reta: y = 96,83785979 — (-0,103745345)x;

- Erro padréo para coeficiente a (1,68395932) e b (0,008752417);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (1,26 x 107° e 6,91 x 10, respectivamente) sdo menores que
o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hip6tese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através da
Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipotese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (57,49115 e
11,8533, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuigao t), aceitando os
valores desses coeficientes.
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ANEXO IX.

Interpretacao da regressao linear e ANOVA para os ensaios de atividade anti-Leishmania

1. ISATINA
- Correlagéo entre as variaveis: 96,4%;
- Erro padrao de regresséo: 6,32%;

- Andlise de regressao aceita — F de significagédo (0,000485319) € menor que o nivel de significancia adotado
(0,05);

- Equacao dareta: y = 101,2763722 — (-0,624517892)x;
- Erro padréo para coeficiente a (3,541783831) e b (0,060132327);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (8,90 x 10° e 0,000485319, respectivamente) sdo
menores que o nivel de significAncia adotado (0,05). Portanto, a hipétese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada.
Através da Estatistica t, foi possivel rejeitar a hip6tese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b
(28,59473561 e 10,3857264, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de

distribuicdo t), aceitando os valores desses coeficientes.

2. ACIDO GALICO
- Correlagao entre as variaveis: 87,9%;
- Erro padrao de regresséo: 8,57%;

- Andlise de regresséo aceita — F de significagédo (0,000573619) é menor que o nivel de significancia adotado
(0,05);

- Equagao da reta: y = 90,09354795 — (-0,123612562)x;
- Erro padrao para coeficiente a (3,813038679) e b (0,018680493);

Os coeficientes a e b sdo aceitos, pois os valores-P (3,8 x 107 e 0,000573619, respectivamente) sdo menores
gue o nivel de significancia adotado (0,05). Portanto, a hipotese nula (Ho: a = 0 e b = 0) é rejeitada. Através
da Estatistica t, foi possivel rejeitar a hipétese nula, pois o t observado para os coeficientes a e b (23,6277747
e 6,617200048, respectivamente) sdo maiores que o t critico adotado (2,12 — tabela de distribuicdo 1),

aceitando os valores desses coeficientes.



290 ¥ 0°0G 900°0 ¥ Z6%0 29°0 7 005 900°0 ¥ /6V°0 do
¥9'0F 1'GE 900°0 F 8¥€0 V80FC I} 800°0F +HH0 005
L90F 9IS 900°0 ¥ ¥+5°0 02k ¥ S'SI L0 F ¥S10 052
0%0 ¥ ¥'99 ¥00°0 ¥ 099°0 VL FG92 100 F ¥92°0 Gel
96°0 F 'S 0L0°0 F V20 950 7 0°2S 900°0 ¥ 150 G629
69°0 F VI8 £00°0 ¥ 6080 /8°0F /8 600°0 ¥ 698°0 ele
18°0 F ¥'68 800°0 ¥ 6880 €50 ¥ 6'76 G000 F ¥¥6°0 961
1G°} ¥ 686 GL0'0 ¥ ¥86°0 250 7 G°G6 G000 ¥ 6¥6°0 8,
¥¥'0F 000+ ¥00°0 ¥ ¥66 ¥%'0 ¥ 0°00} ¥00°0 ¥ ¥66°0 0
(%) o211eb op1oy (sqe) oo1eb opioy (%) eunes) (sqe) eunesj (Quwybr) 5

‘oeJped 0IAsap F eIpow ejad sopejuasaide sopelnsay (1 1IN\ op Beo1uds))

seloueisqns sep Se0deJIUBOUO0D SBlualalip Seu (%) ouelsesed 0JUSWIOSSIO Op © (SOB) SeIoUBQIOSCE SEp BOIISIBISS osijeuy A elaqel

eluBWYSI3T-1JUR SPEPIAIIE 9P SOlesud sop salejuswa|dwod sejaqel

"X OX3NV



	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE ABREVIATURAS, TABELAS, FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS

	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	1.1. Da planta ao medicamento:
	1.2. A história da fitoterapia no Brasil

	2. REVISÃO DA LITERATURA
	2.1. Biodiversidade
	2.2. Potencial terapêutico da flora brasileira e do cerrado
	2.3. Pesquisa de novos fármacos de origem vegetal
	2.4. Espécies do cerrado brasileiro: Gênero Byrsonima
	2.5. Espécies do cerrado brasileiro: Gênero Indigofera
	2.6. Mutagenicidade
	2.7. Atividade Fitoestrogênica
	2.8. Atividade citotóxica em célula tumoral humana (MCF7)
	2.9. Atividade anti-Leishmania
	2.10. Atividade anti-bacteriana

	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1. Droga vegetal
	4.2. Extratos, frações e substâncias isoladas
	4.3. Ensaios de mutagenicidade: Teste de Ames (Maron & Ames, 1983)
	4.4. Ensaios de atividade fitoestrogênica: e-screen (Villalobos et al., 1995)
	4.5. Ensaios de citotoxicidade (Skehan et al., 1990)
	4.6. Ensaios de atividade anti-Leishmania (Muelas-Serrano et al., 2000)
	4.7. Ensaios de atividade anti-bacteriana

	5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	5.1. Avaliação da atividade mutagênica
	5.2. Avaliação da atividade fitoestrogênica
	5.3. Avaliação da atividade citotóxica
	5.4. Avaliação da atividade anti-Leishmania
	5.5. Avaliação da atividade anti-bacteriana

	6. CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS E BIBLIOGRAFIA
	ARTIGOS
	ANEXOS

