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RESUMO

As furanocumarinas lineares ou psoralenos sédo fotossensibilizadores empregados
na dermatologia associados a ultravioleta A no tratamento de doengas como o
vitiligo. A fotoquimioterapia tem reacdes adversas imediatas (nauseas, prurido,
eritema e xerodermia) e tardias (carcinogénese e, possivelmente, catarata). No
Brasil, ndo existe medicamento fitoterapico ou medicamentos contendo extratos de
plantas para tratamento do vitiligo que estejam de acordo com a legislagao vigente
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. O objetivo deste estudo foi analisar
extratos de espécies do Cerrado que contém furanocumarinas e avaliar suas
atividades melanogénica, mutagénica e antiproliferativa. A quantificacdo das
furanocumarinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) revelou 40,77 mg/g de 5-metoxipsoraleno (5-
MOP) no extrato de Brosimum gaudichaudii e 85,33 mg/g de psoraleno + 5-MOP no
extrato de Dorstenia brasiliensis. Foram obtidos perfis cromatogréaficos para controle
de qualidade dos extratos em cromatografia em camada delgada (CCD) e em CLAE-
DAD. A dorstenina foi identificada no extrato de D. brasiliensis por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Os extratos de B.
gaudichaudii e de D. brasiliensis e as furanocumarinas psoraleno, 5-MOP e 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) apresentaram forte atividade antiproliferativa (Glso de 2,45;
2,05; 0,25; 2,30; e 0,28 ug/mL respectivamente) no ensaio in vitro com células B16-
F10 pelo método SRB na presenca de UVA. Todas as amostras foram inativas na
auséncia da irradiacdo. Foram padronizados dois ensaios para avaliacdo da
atividade melanogénica: ativacéo da tirosinase e dosagem de melanina. Ambos os
extratos apresentaram a atividade. Os extratos de B. gaudichaudii e de D.
brasiliensis apresentaram atividade genotéxica no teste in vivo SMART (Somatic
Mutation And Recombination Teste) de asas de Drosophila melanogaster na
presenca de UVA. O extrato de D. brasiliensis apresentou maior genotoxidade que o
extrato de B. gaudichaudii no teste SMART com descendentes da linhagem padrao
(ST) de D. melanogaster. A avaliacao do teste na linhagem de alta bioativacdo (HB)
evidenciou presenca de substancias progenotdéxicas como componentes do extrato
de B. gaudichaudii. Na auséncia de UVA o extrato de D. brasiliensis apresentou
pequena, porém significativa atividade genotodxica.

PALAVRAS-CHAVE: Brosimum gaudichaudii, Dorstenia brasiliensis, vitiligo,
antiproliferativa, genotdxica, citotoxica, furanocumarinas.



ABSTRACT

The linear furanocoumarins or psoralens are photosensitizers used in dermatology
associated with ultraviolet A in the treatment of diseases such as vitiligo.
Photochemotherapy has immediate adverse reactions (nausea, pruritus, erythema
and xeroderma) and late (carcinogenesis and possibly cataracts). In Brazil, there are
no medication or herbal products containing plant extracts for treatment of vitiligo that
comply with current legislation of the National Agency for Sanitary Vigilance. The
objective of this study was to analyze extracts of species of the Cerrado containing
furanocoumarins and evaluate their melanogenic, mutagenic and antiproliferative
activities. The quantification of furanocoumarins by high performance liquid
chromatography coupled with photodiode array detector (HPLC-DAD) revealed 40.77
mg / g of 5-methoxypsoralen (5-MOP) in Brosimum gaudichaudii extract and 85.33
mg / g of psoralen + 5-MOP in Dorstenia brasiliensis extract. Chromatographic
profiles were obtained for quality control of extracts on thin layer chromatography
(TLC) and HPLC-DAD. The dorstenin was identified in the D. brasiliensis extract by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The extracts of B.
gaudichaudii and D. brasiliensis and the furanocoumarins psoralen, 5-MOP and 8-
methoxypsoralen (8-MOP) showed strong antiproliferative activity (Glsg of 2.45, 2.05,
0.25, 2.30, and 0.28 pg / mL, respectively) in the in vitro assay with B16-F10 cells by
SRB method in the presence of UVA. All samples were inactive in the absence of
irradiation. Two tests were standardized for evaluate melanogenic activity: activation
of tyrosinase and melanin dosage. Both extracts showed activity. The extracts of B.
gaudichaudii and D. brasiliensis showed genotoxic activity in the in vivo Somatic
Mutation And Recombination Test (SMART) of the wings of Drosophila melanogaster
in the presence of UVA. The extract of D. brasiliensis showed higher genotoxicity that
the extract of B. gaudichaudii the SMART with descendants of the pattern strain (ST)
of D. melanogaster. The evaluation of the test in the high bioactivation strain (HB)
revealed the presence of progenotoxic substances as components of the extract of
B. gaudichaudii. In the absence of UVA, the D. brasiliensis extract showed small, but
significant genotoxic activity.

KEYWORDS: Brosimum gaudichaudii, Dorstenia brasiliensis, vitiligo, antiproliferative,
genotoxic, citotoxic, furanocoumarins.
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cruzamento padrdo (ST) e cruzamento de alta bioativacdo (HB) apos
tratamento crénico com 8-MOP, extrato seco de Dorstenia brasiliensis
(EDB) e de extrato seco de Brosimum gaudichaudii (EBG) sem irradiagao
(6 N (= ) PP RERR PO 94



Tabela 8 - Frequéncia de manchas mutantes observadas em asas de descendentes
trans-heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster do
cruzamento padrdo (ST) e cruzamento de alta bioativacdo (HB) apos
tratamento crénico com 8-MOP, extrato seco de Dorstenia brasiliensis

(EDB) e de extrato seco de Brosimum gaudichaudii (EBG) com irradiacéao
UVA (NZ40) .ottt 96



LISTA DE ABREVIATURAS

5-MOP = 5-metoxipsoraleno ou bergapteno (5-MOP)

8-MOP = 8-metoxipsoraleno (8-MOP) ou metoxaleno ou xantotoxina
ACTH = hormdnio adrenocorticotrofico

AMPc = adenosina monofosfato ciclica

ANVISA = Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ASP = proteina sinalizadora agouti

ATCC = American Type Culture Collection

ATP = adenosina trifosfato

B16-F10 = células de melanoma murino

BH = heterozigoto balanceado

CCD = cromatografia em camada delgada

Cdks = quinases ciclina-dependentes

CG-EM = cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia

CLAE-DAD = cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
fotodiodos

CREB = proteina de ligacéo ao elemento responsivo a AMPc

CSIR = Conselho de Pesquisa Cientifica e Industrial na Africa do Sul
DDT = diclorodifeniltricloroetano

DMEM = meio minimo essencial modificado por Dulbecco

DMSO = dimetilsulféxido

DNA = acido desoxirribonucleico

EBG = extrato de Brosimum gaudichaudii

EDB = extrato de Dorstenia brasiliensis

EDTA = acido etilenodiaminotetracético

Glsp = concentracdo que causa 50% de inibicdo do crescimento celular
HB = cruzamento de alta bioativacao

ICs50 = concentracdo que causa 50% de inibicdo do crescimento celular

IS = indice de seletividade



LCso = concentracdo que causa 50% de morte celular
L-DOPA = 3,4-di-hidroxifenilalanina

m = massa

MC1-R = receptor de melanocortina 1

MH = trans-heterozigoto marcado

MITF = fator de transcricdo associado a microftalmia
MTT = brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
NCI = Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
OMS = Organizacdo Mundial da Saude

P.A. = pureza analitica

PBS = tampao fosfato salino

pH = potencial hidrogenidnico

PKA = proteina quinase A

PMSF = fluoreto de fenil metil sulfonila

PNPIC = Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
PUVA = psoralenos + UVA (320-400 nm)

Rf = fator de retencéo

RNA = acido ribonucleico

RNAm = acido ribonucleico mensageiro

RPMI 1640 = meio Instituto Memorial Roswell

SMART = Somatic Mutation And Recombination Teste
SRB = sulforrodamina B

ST = cruzamento padrao

TGI = total growth inibition

TMP = 4,5, 8-trimetilpsoraleno ou triosaleno

TOPL1 = topoisomerase 1

TOP2 = topoisomerase 2

TRP-1 = tirosinase relacionada a proteina 1

TRP-2 = dopacromo-tautomerase

USP = Pharmacopeia Americana

UV = ultravioleta

UVA = ultravioleta A

UVB = ultravioleta B



UVC = ultravioleta C

vV = volume

VERO = células de rim de macaco verde africano

XTT = hidréxido de 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[fenilamina)carbonil]-2H-
tetrazolio

a-MSH = horménio estimulante de melandcitos do tipo a ou melanocortina
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas contendo furanocumarinas para propoésitos
medicinais datam de 2000 a.C., sendo usadas ha séculos por egipcios e indianos
para tratamento de uma variedade de doencas de pele. As furanocumarinas lineares
ou psoralenos sdo compostos fotossensibilizadores comumente empregados na
dermatologia (oral ou topicamente) associadas a irradiacdo ultravioleta A
(fotoquimioterapia ou PUVA: psoralenos + UVA) no tratamento de doencas de pele
(ROSA e NATALI, 2009). As furanocumarinas mais utilizadas no tratamento PUVA
sdo o 8-metoxipsoraleno (8-MOP), o 5-metoxipsoraleno (5-MOP), e o 4,5,8-
trimetilpsoraleno (TMP) (SAID et al., 1997; MILIONI et al., 2001).

Dentre as doencgas mais tratadas com o PUVA esta o vitiligo, uma doenca
que se caracteriza por despigmentacdo da pele com formacdo de manchas
esbranquicadas (MULLER e RAMOS, 2004) e sua patogénese é ainda incerta
(PACIFICO e LEONE, 2011). Dados genéticos apoiam uma heranca poligénica,
multifatorial e n&o-mendeliana (FALABELLA e BARONA, 2008). Diversos
mecanismos patogénicos tém sido propostos com alteragées da imunidade humoral
e celular, estresse oxidativo por alteracdo mitocondrial (descrito como
melanocitorragia), catecolaminas, citocinas epidérmicas, desregulacdes metabdlicas
e também uma hipo6tese de convergéncia com defeitos simultaneos (FALABELLA e
BARONA, 2008; PACIFICO e LEONE, 2011). Acarreta uma série de transtornos
emocionais nos pacientes e cujo tratamento efetivo ainda se constitui um desafio
(ROSA e NATALI, 2009). Atinge de 0,5 a 2% da populacdo mundial, podendo
acometer todas as racas, ambos 0s sexos e aparecer em qualquer idade, com média
de aparecimento ao redor dos 20 anos (STEINER e VILLAS, 2004). Em relacéo ao
sucesso terapéutico, algumas formas do vitiligo mostram-se mais resistente a
tratamentos (STEINER e VILLAS, 2004) e muitas vezes a repigmentagao varia muito
e atinge 100% em poucos casos dependendo do tipo de pele. Em muitos casos, é
necessario de um a trés anos de tratamento para se obter resultados o6timos
(BELLET e PROSE, 2005). Aléem disso, os pacientes tratados pela fotoquimioterapia
estdo sujeitos a indesejaveis reacdes adversas imediatas (nduseas, prurido, eritema
e xerodermia) e/ou tardias (carcinogénese e, possivelmente, catarata) (FILQUEIRA

et al., 2006). Faz-se ainda necessario relatar que a grande variedade de tratamentos
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oferecidos, muitas vezes por leigos, € de eficacia duvidosa e utilizada sem
acompanhamento médico.

Atualmente ndo existe medicamento fitoterapico ou medicamentos
contendo extratos de plantas para tratamento do vitiligo que estejam de acordo com
a legislacéo vigente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil.

O Cerrado brasileiro possui espécies nativas que contém furanocumarinas
como Styrax ferrugineus da familia Styracaceae, Ficus citrifolia, Ficus guaranitica,
Brosimum gaudichaudii, varias espécies de Dorstenia, da familia Moraceae, além de
espécies nao nativas que fornecem frutos para alimentagdo como liméo, figo e
bergamota.

Dentre as vantagens do uso de extratos vegetais na farmacoterapéutica,
pode-se citar que estes podem ser tdo ativos quanto um farmaco sintético e
apresentar maior seguranca de uso (ROCHA, 2009). Parte disso deve-se a menor
concentracdo dos compostos ativos em drogas vegetais ou extratos se comparado a
um medicamento contendo apenas um farmaco, pois frequentemente os compostos
ativos agem sinergisticamente entre eles e com outros componentes do fitocomplexo
(YUNES et al., 2001; VAGNER, 2009).

Considerando as diretrizes do Ministério da Saude que se propde a inserir
0 uso de plantas medicinais e fitoterapicos para a promocao da salde e a estimular
o desenvolvimento de tecnologias e inovacdes em plantas medicinais e fitoterapicos,
aliadas a necessidade de um tratamento seguro, eficaz e de qualidade para o vitiligo
que atenda as necessidades da populacdo, torna-se de real importancia analisar
comparativamente extratos das espécies para estudo das furanocumarinas e de
outros metabdlitos secundarios presentes.

Frente a estas consideracdes, este trabalho visa avaliar as atividades
melanogénica, genotdxica e antiproliferativa de extratos de plantas do Cerrado
etnofarmacologicamente selecionadas. Pretende-se, também, avaliar suas
potencialidades para o desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico seguro

para o tratamento do vitiligo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Medicamentos fitoterapicos

Grande parte da populacdo dos paises em desenvolvimento depende da
medicina tradicional para sua atencdo primaria, tendo em vista que 80% desta
populacdo utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85%
desta utilizam plantas ou preparacdes destas (YUNES et al.,, 2001). O Brasil
apresenta a maior biodiversidade do planeta, além da rica diversidade étnica e
cultural, que detém o conhecimento na utilizacdo das ervas e plantas medicinais
(SCHENKEL et al., 1999; ROCHA, 2009).

No final da década de 70, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) j& alertava
sobre a necessidade de desenvolvimento de politicas publicas para facilitar a
integracdo da medicina tradicional e da medicina complementar nos sistemas de
atencdo a saude e promover o uso racional dessa integragcdo com o objetivo de
proteger e promover a saude (BRASIL, 2006a).

O Ministério da Saude, seguindo a recomendacdo, publicou a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
Saude em 2006 (BRASIL, 2006a). No mesmo ano aprovou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006b). Ambas buscam fomentar a
pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovacdo com base na biodiversidade
brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e exoéticas adaptadas, priorizando
as necessidades epidemioldgicas da populacédo. Visam também garantir e promover
a seguranca, a eficacia e a qualidade no acesso a plantas medicinais e fitoterapicos
e promover e reconhecer praticas populares de uso de plantas medicinais e
remedios caseiros.

As plantas medicinais estdo sujeitas a variagbes na sua cOomposi¢ao
quimica tal como alterac&o no teor de principios ativos, o que pode ocorrer segundo
as diferentes fases do seu estado vegetativo, a biota, o clima, bem como o periodo
de coleta (época e outros), o processo de secagem (temperatura, tempo e outros), o
armazenamento e O processo de extragcdo, O que exige um maior rigor na

padronizacdo do produto final: o fitoterapico (VILEGAS, 2001). O desenvolvimento
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de produtos fitoterapéuticos depende da sua padronizagao que garante ndo somente
a autenticidade do extrato da planta, como também a capacidade de uso dose-
relacionada (OLIVEIRA et al., 2005).

Segundo a ANVISA, medicamentos fitoterapicos sdo os obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais e cuja eficacia e seguranca sdo
validadas por meio de levantamentos etnofarmacolégicos, de utilizages,
documentacfes tecnocientificas ou evidéncias clinicas. Sao caracterizados pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade
e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2010a).

A resolucdo RDC 14, de 31 de marco de 2010 (BRASIL, 2010a), que
regulamenta atualmente o registro de fitoterapicos, traz algumas novidades em
relacdo a resolucbes anteriores: passa a permitir o registro de medicamentos
fitoterapicos contendo droga vegetal como ativo, desde que a comprovacdo de
seguranca e eficacia ocorra por meio da realizacdo de estudos clinicos e pré-
clinicos. Nestes casos, deve-se apresentar o relatério de controle de qualidade da
droga vegetal. Com relacdo as mudancas no controle de qualidade do derivado
vegetal, o fabricante do produto acabado devera apresentar no laudo de anélise do
derivado vegetal, informacdes referentes aos residuos de solventes (para extratos
ndo obtidos por etanol ou agua) e a avaliacdo da auséncia de aflatoxinas (a ser
realizado quando citado em monografia especifica em Farmacopeia reconhecida ou
guando existir citacdo em literatura cientifica da necessidade dessa avaliacdo ou de
contaminacdo da espécie por aflatoxinas). Além disso, devera apresentar resultado
do perfil cromatografico ou prospeccao fitoquimica também para o derivado vegetal,
além do produto acabado. Segundo a RDC 14 (BRASIL, 2010a) o peffil
cromatografico  constitui-se no padrdo cromatografico de constituintes
caracteristicos, obtido em condicbes definidas, que possibilite a identificacdo da
espécie vegetal em estudo e a diferenciacdo de outras espécies e a prospeccao
fitoquimica, em testes de triagem, qualitativos ou semiquantitativos, que utilizam
reagentes de deteccdo especificos para evidenciar a presenca de grupos funcionais
caracteristicos na matéria-prima vegetal e que auxiliam na identificacdo da espécie
vegetal e a diferenciacéo de outras espécies.

A comprovacdo da eficacia deve ser feita para cada indicacdo terapéutica
solicitada no registro seguindo a Instru¢do Normativa n° 5, publicada em marco de

2010 (BRASIL, 2010b), que traz a relacdo de referéncias bibliograficas que podem
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ser utilizadas para avaliar seguranca e efichcia de medicamentos fitoterapicos

registrados por meio do Sistema da Pontuacéao.

2.2 Furanocumarinas

As furanocumarinas sdo moléculas formadas pela condensacdo de um anel
furano ao anel aromético do nucleo cumarinico (MURRAY, 1995) (Figura 1). Podem
ser classificadas em angulares e lineares de acordo com a posi¢cdo do anel furano
em relagdo aos outros anéis. Sao de ocorréncia natural ou sintética (CHIMICHI et al.,
2002). Podem ser fitoalexinas, jA que a sua formacdo é muitas vezes induzida na
planta em resposta a um estimulo, particularmente pela infeccdo por fungos
(CHAUDARY et al., 1985).

; O

Figura 2 - Nucleo fundamental das furanocumarinas lineares.
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011.

As furanocumarinas sdo usadas ha séculos por egipcios e indianos para
tratamento de uma variedade de doencas de pele (MILIONI et al., 2001). Além disso,
sdo descritas varias atividades farmacolégicas importantes como analgésica, anti-
inflamatoria, antibacteriana, antiviral, anticoagulante, além dos seus conhecidos
efeitos fotossensibilizantes (ABDEL-KADER, 2003). Sdo também usadas como
probe em biologia molecular e quimica dos acidos nucléicos (CHIMICHI et al., 2002).

Disturbios cutaneos como o vitiligo (disturbio de pigmentacdo devido a perda
de melandcitos da epiderme) e a psoriase (caracterizada pela proliferacdo
aumentada das células epidérmicas) séo tratados com furanocumarinas (FAPERJ
2000).

As furanocumarinas mais utilizadas nos tratamentos séo as lineares, também

chamadas de psoralenos, sendo estas o 8-MOP (8-metoxipsoraleno, xantotoxina ou
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metoxaleno), o 5-MOP (5-metoxipsoraleno ou bergapteno), e o TMP (4,5,8-
trimetilpsoraleno ou triosaleno) (Figura 2) (SAID et al., 1997; MILIONI et al., 2001). O
termo PUVA (psoralenos + UVA) é empregado para o tratamento com psoralenos

associado a irradiacao de luz ultravioleta A.

\\D
CC0, U0

psoraleno S5-metoxipsoraleno
(bergapteno)

HN 8-metoxipsoraleno

H (xantotoxina)

4,5 B-trimetilpsoraleno

(triosaleno)
cloreto de amotosaleno

Figura 2 — Exemplos de furanocumarinas lineares ou psoralenos.
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011.

Furanocumarinas lineares ou psoralenos exibem estruturas ftriciclicas
planares, hidrofébicas, com dois sitios fotorreativos (3,4-pirona e 4’,5’-dupla ligacdo
furano) (BETHEA et al., 1999). Absorvem energia na regiao do ultravioleta (UV) na
faixa de comprimento de onda entre 300 e 400 nm (UVA). Apos a absorc¢éo do féton,
as furanocumarinas formam um estado tripleto excitado, que pode reagir com
moléculas, tais como: o DNA, intercalando-se com as bases pirimidicas do DNA
formando fotoadutos (DIAWARA e TRUMBLE, 1997; BETHEA et al., 1999) (Figura
3); e o oxigénio formando radicais livres como o radical superéxido que podem entéo
reagir com DNA, RNA, proteinas e lipidios, ocasionando lesdes nas células que os
contém (DIAWARA e TRUMBLE, 1997).
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Figura 3 — 5-Metoxipsoraleno e a formacao de fotoadutos com DNA.
Fonte: Lapronti et al. (2003).

A formacédo de fotoadutos é bem representada na figura 4, que esquematiza a
ligacdo fotoativada do amotosaleno ao DNA de leucdcitos, levando a efetiva
inativacdo destes. Esse psoraleno é utilizado para inativacdo fotoativada de
patdogenos e leucdcitos em componentes de plaguetas, prevenindo a doenca do
enxerto contra hospedeiro pés-transfusional. O amotosaleno é um aminopsoraleno
que difere do 8-MOP pela introducdo de um grupo com carga positiva, resultando em
formacao de fotoadutos com ligacdo mais forte com os acidos nucleicos (CORASH e

LIN, 2004).

I
Figura 4 - Mecanismo de acgéo do cloridrato de amotosaleno para a inativacao de

leucocitos.
Fonte: Adaptada de Corash e Lin (2004).
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Apesar do tratamento PUVA ter importante atividade terapéutica, os pacientes
estdo sujeitos a indesejaveis reacfes adversas, tanto em curto prazo (eritema,
hiperpigmentacéo, genotoxicidade) como em longo prazo (catarata, risco de cancer
de pele) (CHIMICHI et al., 2002). O aumento no uso dos psoralenos na medicina tem
sido ligado a alta incidéncia de cancer de pele e outras desordens, tais como as
trocas entre croméatides irmas, as mutacdes génicas e as aberra¢cdes cromossémicas
em humanos (DIAWARA e TRUMBLE, 1997).

Nijsten e Stern (2003) relatam inclusive, que mesmo 15 anos apés a
interrup¢@o do tratamento com PUVA nédo ha significante decréscimo do risco de

desenvolvimento de cancer de pele.

2.3 Melanogénese

A substancia inicial do processo biossintético da melanina € a tirosina, um
aminoacido essencial que sofre atuacdo quimica da tirosinase, um complexo
enzimatico cuprico-proteico, sintetizado nos ribossomos dos melandcitos. A
tirosinase é transferida através do reticulo endoplasmatico para o Aparelho de Golgi,
onde é aglomerada em organelas elipticas, altamente especializadas, chamadas
melanossomos que é a sede dos fenbmenos bioquimicos que originam a melanina e

onde ela é armazenada (MIOT et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5 - Rota biossintética das eumelaninas e feomelaninas a partir da L-tirosina

gue ocorre dentro dos melanossomas.
Fonte: Modificada de Chang et al. (2009).

Quando repletos de melanina, os melanossomos sao injetados no interior dos
queratinécitos, da unidade epidérmico-melanica correspondente, através dos
prolongamentos dendriticos dos melandcitos (atividade citocrinica). Uma vez no
interior dos queratindcitos, os melanossomas tendem a distribuir-se no citoplasma,
sobre a parte superior do nacleo, de forma a protegé-lo das radiacdes ultravioleta.
Tem sido sugerido que a melanina, no interior destas células atua, também, como
varredor de radicais livres fotoproduzidos, protegendo o DNA celular (MIOT et al.,
2009).
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Os trés membros da familia relacionada a tirosinase: tirosinase; tirosinase
relacionada a proteina 1 (TRP-1) e dopacromo-tautomerase (TRP-2) estdo
envolvidos no processo de melanogénese, levando a producdo de eumelanina ou
feomelanina (MIOT et al., 2009) (Figura 5).

A tirosinase é uma enzima que requer cobre como cofator e que catalisa duas
etapas da sintese de melanina. A primeira delas, limitante da melanogénese, € a
hidroxilagdo da tirosina a 3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) ou diretamente a o-
dopaquinona. A o-dopaquinona é convertida a L-DOPA e a dopacromo por meio de
auto-oxidacéo em pH fisioldgico. A L-DOPA também é substrato da tirosinase, sendo
oxidada a o-dopaquinona enzimaticamente. Finalmente, a eumelanina é formada por
meio de uma série de reacdes oxidativas a partir do diidroxindol e do acido
diidroxindol-2-carboxilico, os quais sdo formados a partir do dopacromo. Na
presenca de cisteina e de glutationa, a dopaquinona € convertida em cisteinildopa
ou glutationildopa, a partir das quais a feomelanina é formada (KIM e UYAMA, 2005;
CHANG, 2009). A eumelanina é um polimero marrom e a feomelanina, amarelado
(MIOT et al., 2009).

A eumelanina absorve e dispersa a luz ultravioleta atenuando sua penetracao
na pele e reduzindo os efeitos nocivos do sol. A feomelanina, por outro lado, tem um
grande potencial em gerar radicais livres, em resposta a radiacdo UV causando
danos ao DNA e, dessa forma, pode contribuir para os efeitos fototoxicos da
radiacdo UV (MIOT et al., 2009).

Vérios fatores estdo associados a sintese de tirosinase, sendo 0s principais a
adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e a proteina quinase A (PKA). O AMPc,
formado a partir da adenosina trifosfato (ATP) pela adenilato ciclase, desempenha
uma funcdo chave na regulacdo da melanogénese, aumentando a atividade da
tirosinase pré-formada e a quantidade de RNAm da tirosinase. Através da ativacéo
da PKA e consequente fosforilacdo e ativagdo da proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a AMPc (CREB), o AMPc promove aumento na expressdo do fator de
transcricdo associado a microftalmia (MITF), fator crucial para o desenvolvimento e
diferenciacdo dos melandcitos. Como resultado, o MITF liga-se e ativa o promotor da
tirosinase, estimulando sua sintese (LEE et al., 2007).

As propriedades de fotoprotecdo da melanina na pele humana ocorrem pela

absorcéo e dispersao, tanto da luz ultravioleta quanto da luz visivel. Essa absor¢ao
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aumenta linearmente na faixa de 720-620 nm e a partir de entdo, exponencialmente,
por meio de ondas mais curtas (300-600 nm).

Os principais fatores reguladores para a quantidade e qualidade da melanina,
produzida pelos melandcitos, incluem radiacdo UV, hormonio estimulante de
melandcitos do tipo a ou melanocortina (a-MSH), proteina sinalizadora agouti (ASP)
e MC1-R (ROCHA e MOREIRA, 2007).

Mais de 120 genes que parecem regular a pigmentacdo tém sido
identificados. Porém, os efeitos do a-MSH mediados pelo MC1-R, o qual € expresso
na superficie dos melandécitos, tem sido considerado o ponto chave para
pigmentacdo. O a-MSH estimula a atividade da tirosinase e a sintese de melanina in

vivo e em cultura de melanécitos, via MC1-R (MIOT et al., 2009).

2.3.1 Ultravioleta e Melanogénese

A radiacdo ultravioleta (UV) corresponde a porcao da radiacdo solar com
comprimento de onda entre 200 e 400 nm. A radiagdo UV mostrou-se relacionada ao
estimulo da melanogénese por aumento da atividade da tirosinase (ABERDAM et al.,
1993; MIOT et al.,, 2009), principalmente pela acdo na enzima DOPA oxidase
(ABERDAM et al., 1993). Ap6s uma Unica exposi¢do a radiacdo UV, verifica-se o
aumento no tamanho dos melandcitos, e em exposi¢cdes repetidas, o aumento do
namero de melanossomas repletos de melanina transferidos aos queratindcitos e o
aumento no numero de melandécitos ativos (MIOT et al., 2009). Em sucessivas
radiagbes verifica-se estimulo & sintese de novo de melanina (ABERDAM et al.,
1993). Além disso, a densidade dos melandcitos, em estudos comparativos, € maior
nas areas fotoexpostas (MIOT et al., 2009).

A radiacdo ultravioleta C (UVC) (200-290 nm) € basicamente germicida. A
ultravioleta B (UVB) (290-320 nm) induz a produgdo de a-MSH e horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) nos melandcitos e queratindcitos. Esta mesma radiacéo
causa eritema apos um periodo de laténcia de 2 a 7 horas, pigmentacao, alteracoes
gue induzem ao cancer cutaneo; e é a principal responsavel pelas queimaduras
solares. A ultravioleta A (UVA) (320-400 nm) tem maior penetracdo na pele. Além de

induzir a pigmentacdo e alteracbes cancerigenas, € a principal indutora de
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fotossensibilidade. Esta radiacdo também promove eritema, que surge mais
tardiamente, e que pode tornar-se gradualmente mais intenso (MIOT et al., 2009).

A faixa de radiacdo UVA entre 320 nm e 340 nm (UVA IlI) tem maior
capacidade de produzir eritema e pigmentacédo que a faixa entre 340 nm e 400 nm
(UVA I). Aléem de eritema, a UVA Il provoca a diminuicdo das células de Langerhans
e lesbes nos vasos da derme que sao alteracdes semelhantes as ocasionadas pela
UVB. A UVB é 800 a 1.000 vezes mais ativa que a UVA no que diz respeito a
producao de eritemas e outros efeitos na pele (COSTA e LACAZ, 2001).

A UVA atua potencializando os efeitos da UVB, e provoca na pele nao
pigmentada o aumento do infiltrado celular e das células endoteliais, a necrose de
coagulacédo e a pigmentacao imediata (em consequéncia da oxidacdo da melanina
pré-formada pelo oxigénio livre), além de ativar outros cromoéforos como as
riboflavinas e quinona (COSTA e LACAZ, 2001).

2.4 Vitiligo

O vitiligo € uma desordem cutdanea da pigmentacdo caracterizada por
maculas cutaneas brancas bem circunscritas (Figura 6) resultantes da perda de
melandcitos da epiderme cutanea, afetando 0,5 a 4,0 % da populacdo mundial
(TRUITE et al., 2007). Pode acometer todas as racas, ambos 0S sexos e aparecer
em qualquer idade, com média de aparecimento ao redor dos 20 anos (STEINER e
VILLAS, 2004). Sua etiologia ndo estd completamente elucidada, mas estudos tém
sugerido que mecanismos autoimune, genético, toxico/metabdlico e neural podem
desempenhar papéis na patogénese desta doenca (TRUITE et al., 2007). Segundo
Steiner e Villas (2004) as teorias incluem a presenca de autoanticorpos, a
participacdo de células T citotdxicas, a autodestruicdo dos melandécitos por produtos
intermediarios da melanogénese, defeitos intrinsecos e extrinsecos dos proprios
melandcitos ou da unidade epidermomelanica, além de provaveis alteracbes nas

terminacdes nervosas.
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Figura 6 - Maculas cutédneas brancas caracteristicas do vitiligo.
Fonte: http://comunidademib.blogspot.com/2011/01/vitiligo-doenca-que-mexe-com-o.html|

Possui progndstico reservado e acarreta uma série de transtornos emocionais
nos pacientes. A principal dificuldade enfrentada pelo portador é a discriminacédo e o
preconceito (GON et al., 2005). A intervencado psicolégica em pacientes com vitiligo
pbde constatar a existéncia de conteudos reprimidos, somatizados em sintomas
fisicos (MULLER e RAMOS, 2004).

De acordo com sua extensao e forma de distribuicdo na pele, o vitiligo pode
ser classificado nos tipos localizado e generalizado (STEINER e VILLAS, 2004). O
vitiligo do tipo localizado pode ser dividido nos subtipos focal e segmentar. O focal é
caracterizado pela presenca de uma ou mais maculas acrbmicas em uma
determinada area, sem distribuicdo especifica. O segmentar, pela presenca de uma
ou mais maculas acrébmicas envolvendo um segmento unilateral do corpo,
frequentemente seguindo a distribuicdo de um dermatomo. O tipo generalizado pode
ser do subtipo acrofacial com presenca de lesbes tipicas na parte distal das
extremidades e face; do subtipo vulgar com maculas acrdmicas de distribuicdo
aleatéria; ou ainda do subtipo misto, que unem caracteristicas dos subtipos

acrofacial e vulgar, segmentar e acrofacial e/ou vulgar.

2.4.1 Tratamento

No que se refere ao tratamento de doengas cutaneas, no entendimento da

psicodermatologia, além do tratamento farmacologico, necessita-se de um
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acompanhamento psicoterapico (MULLER e RAMOS, 2004). Dentre os
medicamentos, 0s corticosteroides topicos constituem uma das primeiras op¢oes de
tratamento para os individuos portadores de vitiligo e é, geralmente, a primeira
escolha para aqueles com a forma localizada da doenca e/ou aqueles que tém um
componente inflamatério, mesmo que subclinico (STEINER e VILLAS, 2004).

As furanocumarinas 8-MOP e TMP s&o opcdes encontradas para a
fotoquimioterapia, sendo prescritas para uso topico ou oral. A repigmentacdo com
PUVA varia muito e em poucos casos atinge 100%. Além disso, é necessario de um
a trés anos de tratamento para se obter resultados 6timos. Em geral, os tipos de pele
mais escuras (STEINER e VILLAS, 2004; BELLET e PROSE, 2005), a doenca do
tipo generalizada subtipo vulgar ou a que apresenta lesdes mais recentes
respondem melhor ao tratamento. A face é a area que melhor responde a terapia,
enquanto que as areas distais das extremidades e a genitalia raramente respondem
a ela. Geralmente ndo respondem ao tratamento também o vitiligo rapidamente
progressivo. Sabe-se que pacientes jovens e morenos costumam ser mais aderentes
ao tratamento do que idosos de pele clara (STEINER e VILLAS, 2004).

Estudos tém demonstrado que a PUVA pode aumentar o risco de cancer
de pele. Mas a necessidade de multiplas exposi¢des por tempo prolongado e a sua
correlacdo para o aumento significativo do risco ainda esta em debate (LEITE et al.,
2004).

No PUVA oral é essencial proteger os olhos com lentes que filtram a
radiacdo UVA a partir do momento da ingestdo do psoraleno. O principal efeito
colateral € o eritema produzido pela UVA, que ocorre de 24 a 36 horas depois e
pode variar desde um avermelhamento da pele até a formacgéo de bolhas e necrose.
Outras reacdes adversas como prurido, nauseas e vomito sdo observadas. O prurido
é, frequentemente, controlado com emolientes e, eventualmente, com esteroides
topicos, e as nauseas com o fracionamento da medicagdo (STEINER e VILLAS,
2004).

As principais contraindicagcdes para o uso do PUVA s&o: doencgas
hepaticas e renais, doencas fotossensiveis, catarata, glaucoma e cancer de pele. O
risco para carcinoma de pele €, em média, 2,6 vezes superior ao da populagdo, com
predominio nas areas ndo fotoexpostas. Novos tratamentos utilizando 5-
metoxipsoraleno em vez de 8-metoxipsoraleno e fototerapia com ultravioleta B (UVB)

de banda estreita tém mostrado bons resultados, com menor fototoxicidade e menos
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efeitos colaterais (STEINER e VILLAS, 2004). Porém, segundo Costa e Lacaz
(2001), a UVB produz importantes alteracées cutaneas, que podem variar desde
eritemas leves até queimaduras com bolhas dependendo da dose de radiacéo e do
tipo de pele, além de fotoenvelhecimento, canceres cutadneos e imunodepressao
apos exposicdes constantes e prolongadas.

A PUVA topica € uma tentativa para limitar a &rea que se torna
fotossensivel e evitar alguns efeitos do psoraleno sistémico (BELLET e PROSE,
2005). O 8-metoxipsoraleno na concentracao de 0,1% é o mais frequente psoraleno
utilizado e é aplicado nas areas acometidas 30 a 60 minutos antes da exposi¢cao a
radiacdo que inicia em 0,25 J/cm? com aumento de 0,12 a 0,25 J/cm? até que o
eritema seja atingido (STEINER e VILLAS, 2004). A complicacdo dessa terapia é o
aparecimento de reacdes bolhosas fototoxicas. Nestes acometimentos, o0 paciente
deve ser bastante esclarecido sobre a importancia do uso de fotoprotetores de
amplo espectro a partir do momento da utilizacdo do psoraleno (STEINER e VILLAS,
2004).

Outros medicamentos constituem também uma op¢ao para esses pacientes e
incluem a pseudocatalase, a helioterapia, a terapia com a UVB, o extrato de
placenta humana (Melagenina Plus, desenvolvido em Cuba e muito conhecido no
Brasil), o0 Kuva (a base de Ammi visnaga), a fenilalanina tépica e sistémica (por ser
aminoacido necesséario para sintese de melanina), e o0s antioxidantes. Os
imunomoduladores tém sua eficacia comprovada no tratamento da dermatite atdpica
e psoriase, e ha grandes perspectivas de sucesso também com o vitiligo (STEINER
e VILLAS, 2004).

Apesar da ampla variedade de opcOes terapéuticas, incluindo medicacdes
tépicas e orais, fotoquimioterapia e terapias de despigmentacdo, ainda ndo ha
nenhum tratamento 6timo para o vitiligo. Sabe-se que aproximadamente um tergo
dos pacientes tratados atinge resultados satisfatorios e o tratamento deve ser
realizado por longos periodos (STEINER e VILLAS, 2004).

Quando o paciente ndo responde as terapias clinicas existentes para o
vitiligo, o enxerto ou transplante de melandcitos pode ser uma alternativa de
tratamento, com a deposicdo de grupamentos de células funcionantes no local
afetado. Essa modalidade terapéutica, entretanto, sé é valida quando a doencga esta
estavel (STEINER e VILLAS, 2004).
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Outros tratamentos a base de plantas medicinais (chas, xaropes, tinturas,
Oleos, extratos, formulagdes com derivados vegetais) sdo também indicados por
amigos, pastorais, outros pacientes (cipé de Sao Jodo, mama-cadela, capim cidreira,
0leo de bergamota), por lojas virtuais como Loja Virtual Oficina de Ervas (tintura e
comprimidos de mama-cadela); Pharmacia Natural (extrato de serralha, extrato de
mama-cadela); Napie Extratos Vegetais (extrato de mama-cadela, no caso definida
como Zantoxylon rhoifolium); Farmacia FACCI (Composto para Vitiligo Vitilikla’s-
MCS a base de Echinodorus grandiflorus, Anchietea salutaris, Boerhaavia hirsuta e
Baccharis trimera).

No Brasil, muitos medicamentos, fitoterapicos ou ndo, tém os registros ou a
renovacado dos registros indeferidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), sendo muitas vezes retirados do mercado durante o tratamento dos
usuarios. O Viticromin® da SAUAD Quimica LTDA - GO (comprimidos, solucao
topica e pomada a base de Brosimum gaudichaudii), por exemplo, teve a renovacgao
do registro indeferida junto a ANVISA (BRASIL, 2011) por estar em desacordo com a
legislacao vigente. Outros medicamentos sem registro na ANVISA foram retirados do
mercado tais como:

I) Composto Vegetal Harmonize da Harmonize Farmécia de Manipulagdo —
MG: a base de plantas medicinais como serralha, mama cadela e outras. Segundo o
fabricante contém substancias que estimulam a producdo da melanina, sao
hepatoprotetoras, imunoestimulantes e anti-inflamatorias. E comercializada na forma
de capsula, xarope e locdo, sendo que esta Ultima possui também como
componente, a desonida;

I) Pomada de Foz do Iguacu da Farmacia Viva Flora: a base de 6leo de
macadamia, ureia, vitaminas A e E e acido salicilico.

Atualmente ndo existe medicamento fitoterdpico ou medicamentos
contendo extratos de plantas para tratamento do vitiligo que estejam de acordo com
a legislagéo vigente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil.

A busca de compostos naturais capazes de estimular a produgéo de melanina
na epiderme tem ganhado importancia recentemente priorizando o desenvolvimento
de formulacfes néo toxicas para o tratamento do vitiligo, especialmente por meio de
aplicacoes topicas (TRUITE et al., 2007).
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2.5 Plantas contendo furanocumarinas

Véarias familias de plantas sdo conhecidas como produtoras de
furanocumarinas, dentre as quais podemos citar: membros da familia Apiaceae
(aipo, por exemplo), Rutaceae (plantas citricas, por exemplo) e Moraceae (ABDEL-
KADER, 2003).

2.5.1 Familia Moraceae

2.5.1.1 O género Brosimum e a espécie Brosimum gaudichaudii

O género Brosimum compreende 15 espécies e 12 subespécies resultantes
da distribuicdo geografica descontinua de algumas delas. O género se distribui
desde o México, Antilhas, Cuba e Jamaica, até o sul do Brasil, predominantemente
em é&reas de terra firme n&o inundaveis de floresta tropical Amazénica, mas
apresenta espécies que se estendem até a area de Cerrado e transicdo da Mata
Atlantica (SILVA, 2007). As espécies do género Brosimum sdo caracterizadas por
serem arbéreas, algumas de grande porte (mais de 40 metros de altura).

Brosimum gaudichaudii € conhecida como mamica de cadela, mama-cadela
ou ainda maminha-cadela. Espécie com sistema reprodutivo monoico, com
inflorescéncia bissexuada subglobosa. Seu estilete e estigma sdo quase
inconspicuos, principalmente depois que as flores estaminadas estdo abertas. A
infrutescéncia constitui-se em uma drupa carnosa indeiscente formada a partir do
receptaculo da inflorescéncia que se torna amarelo ou marrom avermelhado (SILVA,
2007). E uma espécie nativa do cerrado brasileiro, com uma ampla distribuicdo por
todo o Brasil central (MARTINS, 1995). As cascas da raiz desta espécie sado usadas
na medicina popular na forma de ch& para o tratamento do vitiligo (VILEGAS et al.,
1993).

O nome popular mamica de cadela também € encontrado referindo-se as

espécies Zanthoxylum rhoifolium Lam. e Zanthoxylum riedelianum Eng. da familia
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Rutaceae. Ambas sdo também conhecidas como mamica-de-porca e tembetari

(LORENZI, 1992).

Por meio de analises da casca da raiz de B. gaudichaudii foram

identificados (MONTEIRO et al., 2002):

e derivados do &cido cindmico: &acido 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-2H-6-cromenil)-(E)-
propanoico, acido 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-2H-6-cromenil) propanoico e acido 3-(6-
metoxibenzo[b]furan-5-il)propanoico;

e cumarinas (Figura 7):

» furanocumarinas: psoraleno, 5-MOP, gaudichaudina, 1',2'-
dehidromarmesina, marmesina, 8-metoximarmesina, (+)-(2'S,3’R)-1’-
hidroximarmesina, e 1'-hidroxi-3'-O-B-glucopiranosilmarmesina;

» piranocumarinas: xantiletina e luvangetina,

J X

© o o
psoraleno R=H gaudichaudina
S-metoxipsoraleno R=CMe
RI
2
HO R0
[}
o o o} 0
1", 2 - dehidromarmesina R

marmesina R=R1=R2Z=H
8-metoximarmesina R=OMe, R'=RZ=H
(+)-(2'S, 3'R)-1-hidroximarmesina R=RZ=H, R'=0H

1"-hidroxi-3'-0-g-glucopiranosilmarmesina  R=H, R1=0H, R2=Glc

xantiletina  R=H
luvangentina R=0Me

Figura 7 - Furanocumarinas e piranocumarinas identificadas em Brosimum

gaudichaudii.
Fonte: adaptado de Monteiro et al. (2002).
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e chalcona: 2',4',4-triidroxi-3',3-diprenilchalcona;
e esteroides: B-sitosterol e 3-O-B-D-glicopiranosil- B-sitosterol;
e triterpeno: B-amirina.

O extrato metandlico da casca da raiz B.gaudichaudii mostrou atividade
mutagénica no teste com Salmonella typhimurium e em células do ovario de hamster
chinés (CHO). Varanda et al. (2002) sugerem que, como as furanocumarinas séo
componentes principais do extrato, seriam elas as responsaveis pela atividade, mas
salienta que estudos adicionais sdo necessarios para identificar outras possiveis
substancias que podem contribuir para os efeitos observados.

O estudo da toxicidade aguda e subaguda do extrato seco de B.
gaudichaudii em ratos (Rattus norvergicus) apresentou resultados de baixa
toxicidade considerando o tempo de exposicdo dos animais a droga, 0s niveis das
concentracdes (3, 10 e 20 vezes a concentracdo terapéutica considerada 10 mg/kg)
e os resultados obtidos quando comparados com os parametros de toxicidade pré-
estabelecidos (AMORIM et al., 2004).

Ensaios de toxicidade aguda em camundongos para determinacdo da
concentragdo letal média e aproximada demonstraram baixa toxicidade do extrato da
raiz de B. gaudichaudii (CUNHA et al., 2008). O extrato das folhas também nao
apresentou toxicidade significativa na determinacédo da DLsp; em camundongos e no
bioensaio com Artemia salina (FERREIRA, 2008).

Em ensaio para avaliacdo da atividade tripanocida realizado com
tratamento e pré-tratamento de camundongos infectados por Tripanossoma cruzi, o
extrato das folhas de B. gaudichaudii reduziu a parasitemia e/ou induziu atraso no
seu aparecimento (FERREIRA, 2008).

2.5.1.2 O género Dorstenia e a espécie Dorstenia brasiliensis

O género Dorstenia Linne (Moraceae) € representado por 170 espécies
em todo o mundo (FRANKE, 2001; ABEGAZ, 2002), sendo 37 espécies brasileiras.
Quase todas as espécies do género Dorstenia sdo herbaceas e campestres,
geralmente crescendo em locais sombreados (CARAUTA, 1996a). Ha espécies que

se destacam pela beleza ornamental e outras pelos rizomas aromaticos. A maioria
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se concentra no Brasil-sudeste a beira dos riachos e grotdes rochosos (CARAUTA,
1996Db).

A maior parte € conhecida na medicina popular como carapia ou figueirilha
(CARDOSO et al, 1999). Plantas medicinais do género Dorstenia eram
denominadas como Cayapid pelos indigenas do Brasil na época do seu
descobrimento, sendo utilizada para o tratamento das febres e como antidoto contra
picadas de animais peconhentos. Os colonizadores portugueses as descreveram
com 0s nomes carapia e contra-erva (GURGEL, 2004).

O nome carapia também é encontrado referindo-se a Cordia superba
Cham. (LORENZI, 1992) da familia Boraginaceae e a Sida macrodon da familia das
Malvaceas (CORREA, 1931). A primeira espécie também pode ser encontrada com
0s nomes de arvore de ranho e gréo de galo (LORENZI, 1992) e a segunda, como
malva do campo (CORREA, 1931).

O género Dorstenia é usado em terapia com plantas medicinais em
muitos paises na Africa e América do Sul e Central como antiofidico e
antirreumatico, além do uso em infec¢cdes e doencas de pele (CARDOSO et al.,
1999; ABEGAZ et al., 2002).

Além de &cidos graxos e esterdis, este género € reconhecido como uma
rica fonte de derivados benzofuranos, cumarinas preniladas e geraniladas,
flavonoides C-prenilados e C-geranilados, estirenos e triterpenoides (ABEGAZ et al.,
2000).

Estruturalmente, as furanocumarinas em Dorstenia apresentam-se pouco
diversificadas, havendo predominio de furanocumarinas angulares ou lineares
simples tais como 5-MOP, psoraleno, isopimpinelina, pimpinelina e isobergapteno
(VILEGAS et al., 1997). Encontra-se também a presenca de furanocumarinas
preniladas como 5-metoxi-3-(3-metil-but-2-enil)-psoraleno e 5,8-dimetoxi-3-(3-
metilbut-2-enil)-psoraleno em D. gigas (FRANK et al.,, 2001); a dorstenina em D.
brasiliensis (KUSTER et al., 1994), em D. contrajerva e em D. bahiensis (SANTANA
et al., 2004); e seu analogo insaturado em D. brasiliensis (KUSTER et al., 1994) e
em D. cayapiaa (SANTANA et al.,, 2004) e O-[3-(2,2-dimetil-3-ox0-2H-furan-5-il)-3-
hidroxibutil]-bergaptol e O-[2-(5-hidroxi-2,6,6-trimetil-3-0xo-2H-piran-2-il)etillbergaptol
em D. elliptica (ABEGAZ et al., 2004).

Estudos fitoquimicos do género relatam ainda a ocorréncia de
cardenolidios (CASAGRANDE et al., 1974), triterpenos (VILEGAS et al., 1997),
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acidos graxos (POZETTI, 1988), esteroides (KUSTER et al.,, 1994), diferentes
benzofuranos (WOLDU et al., 1988) e varios flavonoides geranilados e prenilados
(NAGDJUI et al., 1998a; NAGDJUI et al., 1998b; NAGDJUI et al., 1999).

Dorstenia brasiliensis é uma espécie herbacea perene, nativa do Brasil,
encontrada em S&o Paulo, Goias, Mato Grosso, Bahia, Pernambuco e,
principalmente, em Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Conhecida como cayapia
verdadeiro, € a mais importante do género, sob o ponto de vista terapéutico e a
Unica admitida na farmacopeia de véarios paises (CORREA, 1931). Pode ser
encontrada como sinonimia cientifica de D. multiformes (SEPLANTEC, 1979;
CONCEICAO, 1980). Tem folhas compridas e de bordas arredondadas, nascendo
bem préximas ao solo (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1983) e inflorescéncia discoide
bissexuada. A infrutescéncia constitui-se de uma drupa deiscente formada a partir do
desenvolvimento da parte superior do exocarpo (SILVA, 2007). Apresentam rizoma
cilindrico, ovoide, curto, aromaético, fibriloso e amarelado (CORREA, 1931). Possui
variedades como D. brasiliensis var. mayor, palustris, tomentosa e typica
(CARAUTA, 1996b).

D. brasiliensis € conhecida no Brasil como carapia, caiapia ou contraerva e as
cascas de sua raiz tém sido usadas na medicina popular para o tratamento de
doencas do sistema digestivo, febre tifoide (ALMEIDA, 1993; UCHIYAMA et al.,
2002), como antiofidico, nas leucorreias, em enfermidades na pele, em
irregularidades menstruais como dismenorreia e amenorreia (ALZUGARAY e
ALZUGARAY, 1983; ALMEIDA, 1993) e na solidificagdo de ossos fraturados
(CORREA, 1931) em mistura com a taiuia (Trianosperma tayuya) (ALZUGARAY; e
ALZUGARAY, 1983).

Andlises das raizes/rizomas da espécie D. brasiliensis identificaram
(KUSTER et al.,1994; UCHIYAMA et al., 2002):

e cumarinas:
» cumarinas simples: 7-hidroxicumarina (umbeliferona);
» furanocumarinas (Figura 8): psoraleno; 5-MOP, dorstenina e seu analogo
insaturado; (2’S,3’'R)-3’-hidroximarmesina 4’-O-8-D-glucopiranosideo; (2'S)-
marmesina 4’-O-a-L-ramnopiranosil (1—6)-0-B-D-glucopiranosideo;

(2'S,3’R)-3’-hidroximarmesina e 1’,2’- dehidromarmesina;



42

@ﬁi

psoralenc R=H
S-metoxipsoraleno R=0Me

R
=
R1O
0 0 0

(2'8)-mamesina 4'-0-g-L-ramnopiranosil (1 6)}-0--D-glucopiranosides R = H ,R1= a-L- Rha (1-6) B-D-Glc

1. 2 - dehidromarmesina

(2'8,3R)}-3-hidroximarmesina 4'-0-5-D-glucopiranosidec. R =0 H, R1=p-D-Gle
(2'S,3'R)-1"-hidroximarmesina R =0H.R'=H

E

(8]
mﬂ
dorstenina analogo insaturado da dorstenina

Figura 8 — Furanocumarinas identificadas em Dorstenia brasiliensis.
Fonte: adaptado de Kuster et al. (1994) e Uchiyama et al. (2002)

e terpenoides:
» esteroide: 3-O-B-glucopiranosilsitosterol;

» diterpenoides: 4cido 14a-hidroxi-7,15-isopimaradien-18-oico;
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» triterpenoides: acidos dorsténicos A e B;

° agl]car: sacarose.

2.6 Genotoxicidade

2.6.1 Teste para deteccdo de mutacao e recombinacdo somatica (SMART)

O SMART (Somatic Mutation And Recombination Teste) € um ensaio in vivo
muito versatil, eficiente e de pouco custo financeiro utilizado para detectar a
genotoxicidade induzida por substancias puras ou misturas complexas. A Drosophila
€ um 6timo organismo-modelo em pesquisas genéticas, pois tem ciclo de vida curto
(aproximadamente 10 dias a 25°C), prole numerosa, manutencao facil, fartura de
mutantes e cromossomos gigantes. Além disso, 70% dos genes associados a
doencas humanas tém correspondentes em Drosophila (SEPEL e LORETO, 2010).
A espécie utilizada, Drosophila melanogaster, possui ainda caracteres morfolégicos
bem definidos, um grande numero de linhagens mutantes bem caracterizadas
geneticamente e um sistema enzimatico semelhante ao dos mamiferos, o que
permite a biotransformacéo de agentes xenobidticos (GRAF et al., 1996). Esta ultima
caracteristica do ensaio aumenta a confiabilidade dos resultados, pois envolve a
ativacdo metabdlica que é relevante para os seres humanos, podendo ativar ou
inativar compostos quimicos, diferentemente dos ensaios de mutagenicidade in vitro
(PRESTON et al., 1987).

Até 1999, cerca de 300 compostos quimicos ja haviam sido avaliados no teste
SMART de asa de D. melanogaster e estdo documentados em aproximadamente
100 publicagdes (VOGEL et al., 1999). Entre os compostos avaliados, incluem-se
drogas antineoplasicas, agentes intercalantes, compostos indutores de pontes de
DNA-DNA e DNA-proteina, inibidores de topoisomerases e inibidores da sintese de
DNA.

O SMART de asa de D. melanogaster fundamenta-se na premissa de que
durante o desenvolvimento embrionario, grupos de células (discos imaginais das

asas) proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam, durante a
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metamorfose, em estruturas que originam as asas das moscas adultas. Este
bioensaio faz uso de dois genes marcadores para a forma dos pelos das asas: pelos
multiplos (mwh, 3-0.3) e pelos cujo formato lembram uma “chama de vela”, do inglés
flare (fIr’, 3-38.8), baseando-se na inducéo de alteracdes genéticas que originam a
perda de heterozigose em células larvais, que sdo heterozigotas para estes dois
genes recessivos (GRAF et al., 1984).

A andlise de adultos emergentes portadores dos dois tipos de gendtipos mwh
+ / + fIr® (trans-heterozigoto marcado — MH) permite detectar a ocorréncia de
mutacbes de ponto, pequenas aberracdes cromossOmicas e recombinacdes

mitoticas proximais e distais (Figuras 9 a 12).

i & s B +
‘ + mwh ."} + mwh

+flr’ / mwh + +flr3 / mwh +
(MH) (MH)
; Mitose com
Mitose mutagdo de ponto
fir3 fir3 + ¥ fr3 fir3 + +
+ + mwh mwh + & mwh mwh
2 ~
I e, YO - \ ~
,’ \\\\Ng’a” \\ mwh,' \\~\\ ”a”’ \\\
I -7 S s ! f’v\\ X

- I
V ‘.” V ‘_/ \\
a
firs G+ Ir3 * B Qg+ ir@g +
+Qomwh v \ + mwh mwh ]+ mwh
\-1 | \-1
!

Figura 9 - Esquema representativo de divisdo mitética normal e com mutacao de
ponto em células primordiais dos discos imaginais de asas de Drosophila

melanogaster.
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984.
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Figura 10 - Esquema representativo de divisdo mitética com delecdo e com néo-
disjuncdo em células primordiais dos discos imaginais de asas de Drosophila

melanogaster.
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984.
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Figura 11 - Esquema representativo de divisdo mitdtica com recombinacdo (entre
locus flr e mwh) e (entre centrémero e locus flr) em células primordiais dos discos

imaginais de asas de Drosophila melanogaster.
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984.
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Figura 12 - Esquema representativo de divisdo mitotica com dupla recombinacdo em

células primordiais dos discos imaginais de asas de Drosophila melanogaster.
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984.

A andlise dos individuos (heterozigoto balanceado — BH), ou seja, sem a
perda da heterozigose para o gene flare, permite detectar a ocorréncia de mutacoes
de ponto e pequenas aberracdes cromossdmicas. No entanto, devido a presenca de
inversées multiplas no cromossomo balanceador, as células resultantes de
recombinacdo mitética sdo inviaveis. A célula que sofreu perda do alelo selvagem
desenvolverd o fendtipo mutante, durante a metamorfose no estagio de pupa, e
pode ser diferenciada facilmente das demais (GUZMAN-RINCON e GRAF, 1995).

2.7 Cancer

O desenvolvimento do cancer é um processo de multiplos passos envolvendo
mutacdo e selecdo de células com capacidade progressivamente aumentada para
proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e metastase. Inicia-se com uma alteracao
genética que leva a proliferagdo anormal de uma Unica célula, seguida pelo

supercrescimento de uma populacdo derivada desta célula e mutacdes adicionais
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com selecdo clonal, ou seja, selecdo de descendentes com vantagens como
crescimento mais rapido, maior sobrevivéncia celular ou outras propriedades
(COOPER, 2001; DEVLIN, 2007; RANG et al., 2004).

Muitos fatores podem afetar a probabilidade de que o cancer se desenvolva,
incluindo exposicdo a agentes iniciadores e a promotores de tumor. Os agentes
iniciadores induzem mutagdes em genes-alvo-chave, sendo este o evento inicial do
desenvolvimento do cancer. Incluem-se nesta classe a radiacdo solar ultravioleta
(principal causa do cancer de pele), os virus tumorais, 0s quimicos carcinogénicos
da fumaca do tabaco (principais causas identificadas do cancer humano) e as
aflatoxinas (potente carcinogénico do figado). Os promotores de tumor agem pela
estimulacdo da proliferacdo celular levando ao supercrescimento da populacdo de
células durante os primeiros estagios do desenvolvimento do tumor. S&o exemplos
desta classe os ésteres de forbol e os hormdnios, particularmente o estrogénio
(COOPER, 2001).

As células cancerosas tém comportamentos diferentes da célula normal
como: estimulo autécrino de crescimento (producdo anormal de um fator do
crescimento); insensibilidade a inibicdo do crescimento por contato; secrecdo de
proteases que facilitam a invasdo de tecidos adjacentes; secrecdo de fatores de
angiogénese; falhas na diferenciacdo e em atingir a apoptose (levando ao aumento
da idade e/ou da sobrevivéncia da célula com danos néo reparados no DNA)
(COOPER, 2001; RANG et al., 2004).

As alteracdes genéticas envolvidas na iniciacdo e progressao do tumor
incluem a ativacdo de oncogenes celulares e a inativacdo de genes supressores de
tumor (COOPER, 2001).

Os oncogenes celulares provém de genes de células normais chamados
proto-oncogenes. Sao genes celulares reguladores importantes, em muitos casos
codificadores de proteinas que controlam a proliferacao celular normal. Esses genes
sao convertidos em oncogenes por mutacdes pontuais ou rearranjos de genes
resultantes de translocagdes nos cromossomos levando ao aumento da expressao
génica ou a atividade descontrolada das proteinas codificadas, o que resulta em
proliferacédo celular anormal e desenvolvimento do tumor (COOPER, 2001).

Os genes supressores de tumor sdo reguladores negativos da proliferacao
celular e do desenvolvimento do tumor que em muitos tumores sdo perdidos ou

inativados. Mutacdes nesses genes levam a eliminacdo de proteinas regulatérias
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negativas e parecem ser as alteracdes moleculares mais comuns que levam ao
desenvolvimento de tumores humanos. Em varios casos, produtos de genes
supressores de tumor e de oncogenes agem de forma antagdnica nas mesmas vias
celulares regulatorias (COOPER, 2001).

2.7.1 Medicamentos anticancer

Medicamentos derivados de produtos naturais sdo capazes de tratar 87% das
enfermidades humanas categorizadas, incluindo as indicadas como antibacterianas,
anticoagulantes, antiparasitarias, imunossupressoras e anticancerigenas (NEWMAM
et al., 2003). No que se referem aos anticancerigenos, as pesquisas atualmente
buscam moléculas que atuem com mecanismos especificos para cada tipo de
enfermidade, como inibicAo da polimerizacdo da tubulina, atuacdo no DNA,
bloqueadores enzimaticos ou de microtubulos celulares. Moléculas que atuam pelo
altimo mecanismo citado representam grupo das substancias mais atrativas e
promissoras como anticancerigenas de aplicacdo clinica para grande variedade de
cancer (BRANDAO et al., 2010).

Os agentes hoje conhecidos com acdo sobre o cancer podem ser
classificados em dois grupos. O primeiro € constituido por aqueles que inibem a
iniciacdo do processo carcinogénico e o segundo, por aqueles que inibem a
proliferacdo celular durante as fases de promocdo e progressdo do cancer. No
primeiro grupo pode ser citado como exemplo o cha verde, Camellia sinensis,
podendo ter sua acdo justificada pelos flavonoides e outros compostos fendlicos
presentes, especialmente a 3-galato-epigalocatequina, que possuem atividade
comprovada em diversos sistemas fisiologicos. No segundo grupo estdo os agentes
supressores de cancer, cuja acdo é a mais procurada no desenvolvimento de novos
farmacos, pois atuam apdés a instalacdo da doenca. A descoberta de novos
anticancerigenos de origem vegetal tem incentivado as pesquisas nessa area
(BRANDAO et al., 2010).

Anticancerigenos podem atuar diretamente no DNA das células, ou
indiretamente por inibicdo de fungbes metabdlicas do DNA (BRANDAO et al., 2010).

As enzimas DNA topoisomerases sao enzimas que catalisam mudancas topoldgicas
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do DNA necessarias para muitos processos celulares, tais como replicacdo e
transcricdo, por meio de quebra e rearranjo das fitas de DNA na forma correta
(PINERO et al., 1996; RIBAS et al., 1996). A enzima DNA topoisomerase |, também
conhecida como TOP1, promove a quebra de uma das fitas de DNA e permite o giro
da fita quebrada sobre a fita intacta, de forma a reduzir a tenséo torcional da
molécula. Algumas substancias, como a camptotecina, um alcaloide extraido de uma
arvore ornamental chinesa, Camptotheca acuminata Decne. (Cornaceae), inibem a
religacido do DNA depois da quebra mediada pela TOP1 (BRANDAO et al., 2010). A
enzima DNA Topoisomerase |l (TOP2) induz a quebra das duas fitas do DNA,
reduzindo a tensao torcional no DNA durante a replicacdo e condensacdo dos
Ccromossomos nos nucleos durante a divisdo da célula. A quebra é momentanea e o
reparo do DNA é feito pela mesma TOP2. A funcéo de religacdo da TOP2 pode ser
blogueada por inibidores dessa enzima e, como consequéncia, o periodo em que as
duas fitas permanecem quebradas é mais longo e geralmente leva as células a
ativarem a via da apoptose. O etoposideo, um derivado semissintético da
podofilotoxina extraida da seiva de plantas como a Podophyllum peltatum, possui
esse mecanismo de acédo (BRANDAO et al., 2010).

Outras substancias exercem seus efeitos interagindo com proteinas e
microtbulos. Estes udltimos sdo polimeros de proteinas componentes do
citoesqueleto e essenciais em células eucaridticas para o desenvolvimento e a forma
das células, para transporte de componentes, para sinalizacdo celular e para o
processo de separacdo dos cromossomos duplicados durante a mitose. A funcdo
desses microtubulos na mitose e divisdo celular faz dos mesmos importantes alvos
para busca de agentes anticancerigenos. A vimblastina e a vincristina, isoladas das
folhas da espécie Catharanthus roseus (L.) G. Don. (Apocynaceae) agem por esse
mecanismo (BRANDAO et al., 2010). Outro exemplo é a chalcona pedicina (20,50-
diidroxi-30,40,60-trimetoxichalcona), isolada das folhas de Fissistigma languinosum
(Annonaceae), cuja atividade antimitética e citotoxica em células neoplasicas é
devido a inibicdo do processo de montagem dos microtubulos (ALIAS et al., 1995).

Outras moléculas alvo usadas para o desenvolvimento de novas opc¢des de
tratamento sdo as proteinas transdutoras de sinais, as quinases, que regulam
processos malignos em células. O resveratrol, por exemplo, é uma fitoalexina
produzida por varios vegetais como a Vitis vinifera L. (Vitaceae) que afeta os

estagios da carcinogénese: iniciacdo, promocao e progressao, aléem de suprimir a
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angiogénese e a metastase. Devido a sua estrutura fenodlica, também possui
comprovada atividade antioxidante, por inibicdo da formacéo de radicais livres, o que
justifica a reducéo do estresse oxidativo e mutagénico (BRANDAO et al., 2010).

O flavopiridol é um flavonoide totalmente sintético cujo esqueleto base € o
produto natural rohitukina isolado de Dsoxylum binectarigerum Hook. F. (Meliaceae)
responsavel pela atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora. O flavopiridol
mostrou-se ativo na tirosina quinase, sendo um inibidor especifico de quinases
ciclina-dependentes (Cdks). Estas moléculas estdo desreguladas em células
cancerosas, 0 que contribui para a resisténcia do tumor aos agentes citotoxicos,
incluindo a radiacdo. Portanto, inibidores destas aumentam a eficacia de
guimioterapicos e tratamentos por radiacdo em inumeros tipos de células tumorais.
Apesar de resultados pré-clinicos promissores, a atividade clinica observada para o
flavopiridol em tipos variados de cancer foi menor que a esperada (BRANDAO et al.,
2010).

2.8 Atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa é considerada um parametro para a deteccdo da
atividade antitumoral (RAMIREZ-MARES et al.,, 2004). Os ensaios de atividade
antiproliferativa podem ser desenvolvidos em véarias metodologias: contagem celular,
ensaios clonogénicos, medida de incorporacdo de nucleotideos radioativos ou
métodos colorimétricos (HENRIKSSON et al., 2006). Na maior parte dos métodos
colorimétricos, a taxa de crescimento e multiplicagcdo € medida indiretamente por
algum indicador de crescimento por meio do aparecimento de coloragédo, cuja
intensidade ¢é diretamente proporcional ao numero de células presentes
(HOUGHTON et al., 2007).

Existem diferentes tipos de ensaios colorimétricos que utilizam corantes como
(HENRIKSSON et al., 2006):

e cristal violeta, cuja funcéo é detectar células vivas;
e sais de tetrazolio (MTT ou Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
e o XTT ou hidroxido de  2,3-bis(2-metdxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-

[fenilamina)carbonil]-2H-tetrazolio, que detecta células metabolicamente ativas;
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e alamar blue, que quantifica a viabilidade das células, extremamente estavel e ndo
toxico para as células, considerado teste superior ao MTT;

e SRB ou sulforrodamina B, que cora proteinas dentro das células.

2.8.1 Ensaio colorimétrico com sulforrodamina B

O teste da sulforrodamina B (SRB) € um método simples, sensivel,
reprodutivel e rapido para avaliagdo da atividade antiproliferativa (VICHAI e
KIRTIKARA, 2006). O SRB é uma aminoxantina de cor rosa brilhante e com dois
grupos sulfénicos que séo capazes de se ligar as por¢cdes terminais dos aminoacidos
de proteinas. O teste se baseia na habilidade da SRB se ligar a componentes
proteicos das células fixadas pelo &cido tricloroacético, independentemente da
atividade metabodlica das células. Estima indiretamente o numero de células
presentes corando o total de proteina celular (SKEHAN et al., 1990). E mais préatico
gue o teste MTT, pois permite a leitura do resultado horas depois do ensaio e néo
necessariamente imediatamente como no ensaio do MTT (HOUGHTON et al., 2007).
A superioridade do método SRB em relacdo ao MTT foi descrita por Keepers et al.
(1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades melanogénica, genotoxica e antiproliferativa de extratos

de Brosimum gaudichaudii e Dorstenia brasiliensis induzidas por radiagdo UVA.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos da presente pesquisa séo:
a) Realizar analise farmacognoéstica de duas espécies do Cerrado: Brosimum
gaudichaudii e Dorstenia brasiliensis;
b) Quantificar o teor de furanocumarinas em percolados e extratos;
C) Obter perfil cromatografico das tinturas e extratos;
d) Avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos in vitro em células de
melanoma;
e) Avaliar a citotoxicidade dos extratos in vitro em células normais;
f) Avaliar a ativacdo da melanogénese dos extratos em células de melanoma;
9) Avaliar genotoxicidade in vivo dos extratos em Drosophila melanogaster;
h) Comparar as atividades biologicas dos extratos, descritas acima, na presenca

e auséncia de UVA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Solventes, padrdes e equipamentos

O psoraleno e o 5-metoxipsoraleno (99% de pureza) foram adquiridos da
Sigma Chemical. O 8-metoxipsoraleno (Metoxalen - Pharmacopeia Americana com
minimo 98% de pureza) foi fornecido pela DEG importadora de produtos quimicos
por meio da Farmacia Vide Vida. Os solventes empregados para extracao foram de
grau analitico Dindmica® e os solventes empregados em cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) foram grau
CLAE (Darmstadt, Germania). A agua utilizada foi tratada pelo sistema Milli-Q
(Millipore).

A trituracdo das amostras coletadas foi realizada em micromoinho elétrico
TECNAL 648. Os percolados foram obtidos em percoladores de vidro com
capacidade para 1 e 2 litros. A evaporacao do etanol foi realizada em evaporador
rotatério FISATOM modelo 802A acoplado a banho-maria FISATOM modelo 550 e
bomba a vacuo FAMAC 56. Os extratos foram liofilizados em aparelho Edwards com
bomba a vacuo R8 e pesados em balanca analitica BIOPRECISA FA-2104N
(precisédo 0,0001g).

Nas analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
placas de silica gel 60 F,s4 da Merck.

As analises qualitativas e quantitativas por CLAE foram realizadas em um
cromatégrafo Shimadzu, com sistema de solvente binario — Modelo LC-20AD —
combinado com um detector com arranjo de fotodiodos — Modelo SPD-M20A
(Shimadzu). Um computador equipado com o programa LabSolutions foi usado para
preparar os cromatogramas e medir a area dos picos. A separacao dos psoralenos
por CLAE foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa Shimadzu octadecil
Shim-pack CLC-ODS de 25 cm de comprimento; 4,6 mm de diametro interno e
diametro de particula de 5 pm com uma pré-coluna (2,5 cm x 4,6mm) contendo
mesma fase.

Para analise dos extratos por cromatografia em fase gasosa acoplada a

detector de massas (CG-EM) foi utilizado cromatografo Shimadzu 17 combinado
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com detector seletivo de massa — Modelo QP 5000 (Shimadzu). A separacdo dos
picos foi realizada utilizando uma coluna LM-5 (5% fenil 95% dimetilpolissiloxano) de
15 m de comprimento; 0,2mm de diametro interno e espessura do filme de 0,2 um.

Além dos equipamentos ja citados, empregaram-se também nos ensaios
desenvolvidos: banho-maria FANEM modelo 100; capela de fluxo laminar
LABCONCO Purifier Class Il Biosafety; centrifuga CELM LS-3 plus; centrifuga
EPPENDORF 5415D; centrifuga SIGMA 2K15 (4°C); fitas UV-Tec para medicdo de
dose de irradiacdo ultravioleta UVA e UV-Vis (320 - 420 nm), da UV-Tec
Messtechnik, Alemanha (Figura 13); incubadora HEPA Class 100; leitor de
Microplacas THERMO PLATE, TP-Reader, microscopio AXIOVERT 40C; vortex
BIOMIXER QL-901.
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Figura 13 — Embalagem (a) contendo uma fita (b) para medicdo de dose de
irradiacdo ultravioleta UVA e UV-Vis (320 - 420 nm), da UV-Tec Messtechnik,

Alemanha.
Fonte: http://www.uv-tec.de/sites/en/index.php?page=produkte

4.2 Material vegetal

Amostras de raiz de um individuo de B. gaudichaudii (Figura 14) foram
coletadas no Parque dos Poderes, em terreno arenoso, no municipio de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, em agosto de 2008. Amostras de partes
subterraneas (rizomas + raizes) de uma centena de individuos de D. brasiliensis
(Figura 15) foram coletadas na regiao do “Inferninho”, em regidao de terra vermelha,
também no municipio de Campo Grande. Ambas as amostras foram coletadas de
individuos com flores e/ou frutos. A identificacdo das espécies foi realizada pelo Dr.
Arnildo Pott e o material testemunha depositado no Herbario da Universidade
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Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande (CGMS), Mato Grosso do Sul, Brasil

sob a numeracao 22325 e 22883, respectivamente.

Figura 14 — Fotografia do espécime de Brosimum gaudichaudii do qual foi coletada

amostra da raiz. A, local de coleta; B, frutos; C, raiz exposta.
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011.

Figura 15 — Fotografia de um dos espécimes de Dorstenia brasiliensis do qual foram
coletados o rizoma e a raiz. A, local de coleta; B, detalhe da inflorescéncia discoide;

C, espécime com as partes subterraneas expostas.
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011.
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A amostra da raiz de Brosimum gaudichaudii, coletada de modo a néo
prejudicar o desenvolvimento do individuo, foi lavada em &gua corrente e, em
seguida, sua casca foi separada, manualmente, com auxilio de faca de aco inox. As
partes subterraneas de Dorstenia brasiliensis coletadas ndo foram lavadas em agua
corrente, devido a seu pequeno tamanho e muitas ramificagfes, pois a 4gua poderia
ficar retida sobre a amostra, alterando resultado da porcentagem de umidade. Foi
realizada apenas uma delicada retirada da terra aparente na amostra. Em seguida,
as amostras foram secas em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 40°C até
peso constante e trituradas em micromoinho elétrico até p6é grosso segundo a USP
23, ou seja, 100% < que 0,840 um e 40% < 250um.

Os ensaios para determinacdo de umidade e cinzas totais foram realizados
empregando-se as técnicas descritas pela Farmacopeia Brasileira IV. As pesagens
de cada ensaio foram repetidas até estabilizacdo do peso e os resultados foram
expressos em porcentagens apés célculo da média e desvio padrdo de trés
determinacoes.

A determinacéo de umidade foi efetuada com as amostras pulverizadas (3 g)
utilizando aquecimento em estufa 105°C, durante 5 horas. O teor de cinzas foi
adquirido a partir de 3 g carbonizada em fogo direto e incinerada em mufla a 450°C,
durante 5 horas, até peso constante.

Os aspectos relacionados a cor, odor, textura, dentre outros, foram descritos
para as amostras frescas e secas, antes e apos a pulverizacdo. Parte do material
pulverizado de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis foi submetido a extracao por
percolacdo com etanol-agua 7:3. Esta propor¢cdo dos solventes foi encontrada em
ensaios preliminares. A proporcdo vegetal/eluente utilizada foi de 1:5 com a
producdo de aproximadamente 20 gotas de percolado por minuto, totalizando um
periodo de aproximadamente 48 horas de percolacdo para B. gaudichaudii e 12
horas para D. brasiliensis.

Parte dos percolados foi armazenada a 4°C em vidro ambar para andlises
posteriores. Os percolados foram entdo levados a evaporador rotatorio a 40 °C e as
solugdes aquosas resultantes foram levadas ao liofilizador. Devido a formacgéo de
bolhas e projecdo dos conteudos durante a liofilizacdo, foi necessario o
congelamento das amostras na parede dos recipientes que as continham antes de
serem colocadas no liofilizador. O procedimento foi realizado submergindo os

recipientes com as amostras em acetona com pedras de gas carbdnico sélido,
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realizando movimentos rotatérios para que as amostras congelassem com

espessura homogénea em toda a superficie dos recipientes. As amostras foram

mantidas no liofilizador por 48 horas. Todos os experimentos foram repetidos pelo

menos em duplicata (Figura 16).

Coletada raize
separagao do
Identificac&o cortex* / coleta dos
botanica rizomas e raiz**

Secagem em estufa
de ar circulante

Trituragdo em
maoinho de facas

Droga vegetal Teste de cinzas

T e umidade
Percolagao (etanal
—agua 70%)
Analise em
Percolado CLAE
Liofilizacdo do
extrato
Analise em
Extrato seco CLAE
Ensaios bioldgicos
Figura 16 - Esquema simplificado representando o0 processo

de coleta,

processamento e extracao dos farmacogenos de ambas as espécies do estudo.

* de Brosimum gaudichaudii; ** de Dorstenia brasiliensis.
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4.3 Avaliacdo cromatogréfica

Foram testados varios eluentes para obtencao do perfil em cromatografia em
camada delgada (CCD). O eluente que se demonstrou mais adequado foi a mistura
tolueno - acetato de etila - acido formico (60:40:3) (DALL’STELLA, 2008), pois este
sistema permitiu um melhor espagamento entre as manchas dos padrbes e a
distincdo de coloracdes das furanocumarinas. A revelagcdo mais adequada, pelas
mesmas razodes, foi a revelagdo com KOH 5% seguida de visualizacdo com luz UVA
em 365 nm.

Para analise CLAE-DAD, os percolados foram dissolvidos em etanol-agua 7:3
na propor¢cao de percolado / eluente 1:20 (v/v) para B. gaudichaudii e 1:100 (v/v)
para D. brasiliensis. Os extratos foram dissolvidos em etanol-agua 7:3 na proporcao
de extrato / eluente 1:1 (m/v). Todas as amostras foram levadas a sonicagao por 10
minutos, filtradas em filtro Millex de 0,45um para posterior inje¢cdo em CLAE.

Para avaliacdo quantitativa de psoraleno e 5-MOP nos percolados e extratos
foi utilizada uma condicao isocratica, com eluente acetonitrila-dgua 55:25 (v/v), fluxo
de 1 mL / minuto, tempo de andlise de 15 minutos em comprimento de onda de 223
nm (PIRES et al., 2004).

As quantificacbes de psoraleno e 5-MOP nas amostras foram realizadas por
meio de curva de calibracdo externa. Os padrdes foram dissolvidos separadamente
em metanol grau CLAE para obter solu¢des de estoque, e em seguida diluidas para
concentracbes entre 0,10 pg/mL e 202,00 pg/mL e analisadas em CLAE. Cada
determinacao foi realizada cinco vezes. Para cada padrdo, um cromatograma
correspondente foi obtido e um grafico foi construido relacionando area e
concentragao.

Os coeficientes de correlagcdo foram determinados por meio da regressao
linear da curva de calibracdo. Os parametros da equacao (inclinagéo e intercepto) de
cada curva padréo foram utilizados para obter os valores de concentragéo para as
amostras. As analises foram iniciadas no Centro de Pesquisa em Biodiversidade da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Dourados, MS, sob a supervisao da
Profa. Dra. Claudia Andréa Lima Cardoso e continuaram no Laboratério de
Farmacognosia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande,

MS, sob a supervisdo do Prof. Dr. Carlos Alexandre Carollo.
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Para obtencdo do perfil cromatografico em CLAE-DAD dos percolados e
extratos de D. brasiliensis e B. gaudichaudii, a condicdo gradiente mais adequada
partia de um aumento gradiente da relacdo entre os solventes metanol — agua de
15:85 (v/v) para 100:0 (v/v) em 40 minutos, voltando a condi¢do inicial em 10
minutos, totalizando um tempo de 50 minutos com fluxo de 0,9 mL / minuto em
comprimento de onda de 254 nm.

Para avaliacdo de outros constituintes dos extratos foi utilizado o
cromatografo em fase gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM) com
temperatura da interface e do injetor de 280°C, modo de ionizacdo por impacto de
elétrons (70 eV). O géas de arraste utilizado foi Hélio com fluxo de 0,6 mL / minuto. A
temperatura da coluna iniciou-se com 150°C, com aquecimento de 10°C por minuto
até 240°C e em seguida de 5°C por minuto até 280°C, temperatura esta em que
permaneceu por 20 minutos, totalizando 35 minutos de andlise. As andlises foram
realizadas no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS.

4.4 Teste da atividade antiproliferativa

O teste da atividade antiproliferativa foi realizado no Laboratério de Cultura de
Células e Biologia Molecular da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a
supervisdao da Profa Dra. Maria de Fatima Cepa Matos. Para a avaliagdo da
atividade antiproliferativa foi utilizada a linhagem de células neoplasicas B16-F10
(ATCC — CRL-6322, células de melanoma murino) doada pelo Prof. Dr. Auro Nomizo
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo. Também foi utilizada uma linhagem de células normais, VERO (ATCC — CCL-
81, de rim de macaco verde africano) adquirida do Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo
para a determinacao do indice de seletividade.

Todo o procedimento para o manuseio das células foi realizado conforme
Freshney (2005). As células estavam mantidas em nitrogénio liquido e para os testes
foram descongeladas e cultivadas em frascos estéreis em meio de cultura RPMI
1640 para B16-F10 e meio minimo essencial modificado por Dulbecco (DMEM) para

células VERO, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 50 upg de
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gentamicina / mL (Europharma) (meio completo). Em seguida foram colocadas a 37
°C em atmosfera umida contendo CO, (5%).

Uma vez que as células sdo aderentes, foi feita a remocdo com solucao de
tripsina (0,25% + EDTA 1 mM) em tampao PBS, pH 7,4. Em seguida, foram
transferidas para tubos coOnicos contendo meio de cultura completo. Apos
centrifugacdo a baixa rotagcdo, o meio com tripsina foi desprezado e as células
ressuspendidas em pequeno volume de meio completo.

A contagem de células viaveis foi feita com Trypan Blue® em Camara de
Neubauer. A suspensdo de células foi preparada para que em cada cavidade da
placa de 96 pocos fosse depositado um volume de 100 pL de meio contendo 10.000
células/cavidade. As placas foram estabilizadas por incubacdo por 24 h a 37 °C na
incubadora de CO,. Com as células ja aderidas, uma aliquota de cada fracdo das
amostras-teste: extrato de B. gaudichaudii (chamado neste estudo de EBG), extrato
de D. brasiliensis (chamado de EDB), psoraleno, 5-MOP e o controle positivo 8-
MOP, previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em meio de cultura com a
maior concentracdo utilizada de 0,4%. Foram utilizadas 4 concentracdes de cada
amostra-teste ou controle positivo (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL), sendo cada uma
adicionada em 3 cavidades (triplicata). Na coluna 1, denominada controle negativo,
as células foram cultivadas na auséncia de qualquer amostra-teste.

Apos 30 minutos da adicao dos extratos EBG e EDB, de psoraleno, 5-MOP e
8-MOP, a placa foi irradiada com luz UVA 365nm em toda sua extensdo (Lampada
Mineralight UVGL-25). Para a padronizacdo da dose de irradiacdo UVA foram
utilizadas fitas de medicdo de luz UV. A dose padronizada foi de 940 mJ/cm?, com
irradiacéo de 1,04 mW/cm? por 15 minutos a uma distancia de 3 cm do contetido das

cavidades com a placa de cultura com a tampa (Figura 17).

Figura 17 — Uma das placas do experimento de avaliagdo da atividade
antiproliferativa dos extratos de Brosimum gaudichaudii e de Dorstenia brasiliensis,
de psoraleno, 8-metoxipsoraleno e 5-metoxipsoraleno em células B16-F10

(melanoma murino) sendo irradiada com luz UVA 365nm.
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011.
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Para avaliar a acdo dos compostos na auséncia da luz UVA, uma segunda
placa foi semeada nas mesmas condi¢cdes acima, e nesta nao foi feita a irradiacao
da luz.

Todas as placas voltaram para a incubadora a 37 °C, onde permaneceram até
o final do periodo de exposi¢do das células as amostras-teste (48 h).

As células foram entdo fixadas com &cido tricloroacético 40% por 30 minutos
a 4°C e coradas com SRB, que tem como principio a coloracdo das proteinas de
membrana celular (SKEHAN et al., 1990).

Na ultima etapa deste método foi utilizado o tampao Tris Base 10 mM, que
solubiliza o corante ligado as proteinas de membrana das células fixadas. Em
seguida as placas foram submetidas a agitacdo por 10 minutos para dissolucdo das
proteinas coradas. A leitura foi realizada em leitor 6ptico de microplacas em 540nm.

Foram obtidas as absorbancias da amostras-teste (T), do controle negativo
(CN), do branco das amostras-teste (B) e do inicio da incubacao, ou seja, antes da
adicdo das amostras-teste (Ty).

Usando essas absorbancias, a resposta celular a incubacdo com as
amostras-teste pode ser um estimulo do crescimento celular, uma inibicdo do
crescimento, ou ainda, ndo ocorrer nenhum efeito da amostra-teste sobre as células.

Se T > CN a amostra-teste estimulou o crescimento celular. Se T =2 Tp e < CN,
a amostra-teste inibiu o crescimento celular, ou seja, houve um efeito citostatico.
Para estas condicfes, o calculo do crescimento celular (%) é realizado pela formula
100 X [(T - To) / (CN = Tp)] (MONKS et al., 1991).

Se T < Ty a amostra-teste induziu morte celular, ou seja, efeito citocida e
pode ser calculada por 100 x [(T - To) / To] (MONKS et al., 1991).

Com os valores do crescimento celular (%) em todas as concentracfes das
amostras-teste, foram elaborados graficos por regressédo nao linear, tipo sigmoidal
empregando-se o programa de analise de dados Origin 6.0. Os valores abaixo de
100% e acima de zero representam inibicdo de crescimento, enquanto os valores
negativos representam morte celular.

A partir dos graficos, trés niveis de efeito sdo calculados: 1) concentragéo da
amostra-teste que causa 50% de inibicdo do crescimento celular (ICsp), ou seja,
quando a concentracdo reduz em 50% a quantidade de proteinas em relagdo ao
controle negativo durante o periodo de incubacdo; 2) concentragdo que causa

inibicdo total do crescimento (TGl - total growth inibition), ou seja, a concentracao
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que faz com que a quantidade de proteina no fim da incubacdo com a amostra-teste
seja igual a quantidade do comeco e; 3) concentracdo que causa 50% de morte
celular (LCsp), ou seja, concentracdo que causa 50% de morte celular (MONKS et
al., 1991).

Amostras-teste com Glsp < 30 pg/mL foram consideradas ativas (ITARATH et
al., 2004). O Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) em seu
programa de triagem de drogas anticancer considera forte atividade antineoplasica
valores Glsp < a 4,0 pg/mL (SUFENESS e PEZZUTO, 1991). Fouche et al. (2008)
adotam o critério do Conselho de Pesquisa Cientifica e Industrial na Africa do Sul
(CSIR), que considera uma droga com atividade anticancer moderada se 6,25 pg/mL
< TGI < 15 pug/mL em pelo menos duas linhagens de células neoplasicas. No
presente trabalho, os compostos foram considerados inativos quando Glsg > 250
pg/mL.

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto
entre uma linhagem neoplasica e uma normal, indicando o potencial uso deste
composto em testes clinicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisdo entre
o valor da Glsp de cada composto-teste na linhagem de células normais VERO e o
valor da Glsy de cada composto na linhagem de células neopléasicas. (IS= Glsg VERO
| Glsg células neopléasicas). Foi considerado significativo um valor de IS maior ou
igual a 2,0 (HOUGHTON et al., 2007), ou seja, este valor significa que o composto é
duas vezes mais ativo na linhagem de células neoplasicas B16-F10 do que em

células normais (VERO).

4.5 Padronizacao dos ensaios de ativacdo da melanogénese

Para a avaliacdo da melanogenicidade dos extratos foram padronizados dois
ensaios: de dosagem de melanina e de avaliacdo da ativacdo da tirosinase em
células de melanoma murino (B16-F10) na presenca e auséncia de UVA. Também
foram realizados experimentos apenas com a irradiacdo de UVA sobre as células
para avaliar a atividade melanogénica da UVA na auséncia dos compostos.

Como controle positivo foi utilizado o 8-MOP em concentracédo que permitia o

crescimento celular de aproximadamente 70% das células segundo resultados
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obtidos no teste de atividade antiproliferativa (0,25 pg/mL), j& que em concentracdes
maiores a atividade antiproliferativa elevada ndo permitia avaliacdo da atividade
celular de sintese de melanina e tirosinase pela alta taxa de inibicdo do crescimento
celular.

As concentragbes dos extratos foram determinadas de acordo com a
guantidade de furanocumarinas presentes, de forma que a concentracdo de
psoraleno + 5-MOP em cada amostra fosse equivalente a 0,25 pug/mL, para melhor
comparacao com o controle positivo. Essas condi¢des visaram avaliar se o estimulo
a melanogénese estaria vinculado apenas as furanocumarinas ou se haveria
interacdo sinérgica aditiva ou antagdnica entre os componentes dos extratos. O 5-
MOP também foi utilizado na mesma concentracdo (0,25 pg/mL).

Foram testadas varias quantidades de células de melanoma murino (B16-
F10) para o ensaio com cada amostra testada e controle positivo: 10% 10°, 2x10°,
10°, 2x10° e 5x10°. A escolha da quantidade de células buscou obter resultados com
valores de absorbancia mensuraveis e reprodutivos nas repeticbes dos ensaios.
Foram utilizadas placas de 96, 24, 12 e 6 pocos segundo a quantidade de células. O
uso da placa de 6 pocos permitiu o teste com maior numero de células por cavidade,
que se mostraram bem aderidas ap0s as 24 horas de incubacéo.

O cultivo e manutencdo da linhagem foram os mesmos realizados para o
teste de atividade antiproliferativa. Para ambos o0s experimentos de avaliacdo da
melanogenicidade, foi padronizada a placa de 6 pocos contendo 2.500.000
células/cavidade. Para avaliagdo de cada amostra-teste ou controle positivo foram
utilizadas 5.000.000 células, ou seja, 2 cavidades para se obter resultados
reprodutivos (Figura 18). Foram adicionados as cavidades 2,5 mL de meio RPMI
com 50 uL/mL de gentamicina e apds 24h, adicionados mais 2,5 mL de meio no
controle negativo e 2,5 mL das amostras-teste ou controle positivo diluidos em meio
com no maximo 0,4% de DMSO.

Foi incidida luz UVA 365nm 30 minutos apdés a adicdo da droga com
irradiancia de 1,04 mW/cm? a uma distancia de 3 cm, com dose de irradiacéo total
de 940 mJ/cm?.
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Placa de 6 pogos com 2.500.000 células em Placa de 6 pogos com 2.500.000 células em
cada cavidade. cada cavidade.
Dosagem de melanina - com UVA. Dosagem de tirosinase - com UVA
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8-MOP 0,25 ug/mL 8-MOP 0,25 ug/mL 8-MOP 0,25 ug/mL 8-MOP 0,25 ug/mL
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Figura 18 — Esquema representando o contetdo das cavidades da placa de 6 pocos
utilizada para avaliacdo da melanogenicidade do 8-metoxipsoraleno (8-MOP) na
presenca de UVA e seu correspondente controle negativo.

As células com o meio foram coletadas por meio de “Scraper” e centrifugadas
a 3000 rpm por 10 minutos. Foi adicionado 1 mL de PBS gelado sobre o pellet,
realizada a homogeneizacédo e nova centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e o procedimento de lavagem com PBS repetido. O mesmo
procedimento descrito foi realizado para obtencdo do pellet para dosagem de
melanina ou para dosagem da ativacao da tirosinase.

Para dosagem de melanina, foi padronizada a adi¢cdo de 200 uL de NaOH 1M
(para romper as células e solubilizar a melanina) sobre o pellet e realizada a
homogeneizacdo. Foram testados varios procedimentos para solubilizacdo da
melanina: utilizacdo do vortex por 30 minutos (GUAN et al., 2008), incubacé&o por 1
hora a 80°C (IM et al., 2003) e permanéncia em temperatura ambiente por 16h
(MATSUDA et al., 2004). Mostraram-se mais reprodutivos os resultados obtidos com
a mistura sendo mantida por 16h em temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se
a centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos para clarificar o sobrenadante. Para a
leitura da absorbéancia foram testados um espectrofotbmetro com cubeta de quartzo
com volume para 1 mL e um leitor de microplacas e os comprimentos de onda de
475 nm (IM et al., 2003, MATSUDA et al., 2004) e 492nm (GUAN et al., 2008) com a

subtracdo da absorbancia do branco de cada valor de absorbancia obtida. O
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conteddo de melanina das células B16-F10 cultivadas sem as amostras-teste foi
correspondente ao valor controle de 100% (GUAN et al., 2008).

Leituras mais reprodutivas foram encontradas no uso do leitor de microplacas
em 492nm. A ativacdo da melanogénese foi calculada a partir da relacéo do teor de
melanina das amostras-teste e do controle positivo com o controle negativo,
considerando o0s seus correspondentes desvios padrdo em trés experimentos
independentes.

Para dosagem da ativagéo da tirosinase, foi testada a diluicdo do pellet em
solucdo de PBS e em misturas de PBS com Triton e PMSF e os volumes de 100,
150 e 200 pL. Foram obtidos resultados mais homogéneos na adi¢cdo de 150 pL de
PBS Triton 0,2% PMSF 1mM sobre o pellet. Ap6s a homogeneizacéo das células do
pellet com a referida solucdo, a mistura foi congelada em nitrogénio liquido e
posteriormente mantida a - 20 °C durante 24 horas. Apés este periodo, as amostras
foram descongeladas em temperatura ambiente, centrifugadas a 13000 rpm por 30
minutos a 4°C conforme Im et al. (2003). Ao sobrenadante foram adicionados varios
volumes da enzima L-DOPA 6mmol/L, sendo o volume de 150 puL escolhido por
obter maior absorbancia apés o final do ensaio. A mistura de células em PBS +
Triton + PMSF em contato com a solucao aquosa de L-DOPA foi mantida a 37°C por
1 hora (GUAN et al., 2008). Apés a reacao, o conteudo teve sua absorbancia lida no
leitor de microplacas a 492 nm conforme Guan et al. (2008) e em 475 nm conforme
Im et al. (2003) com a subtragdo da absorbancia do branco de cada valor de
absorbéancia obtida. O melhor comprimento de onda para obtencdo de dados
reprodutiveis foi 492 nm e a ativagao da tirosinase foi expressa segundo a equagao:
% ativagdo = (A — B)/B x 100%, onde A representa a absorbancia do composto
teste, e B a absorbancia do controle negativo (GUAN et al., 2008).

4.6 Avaliacdo da atividade genotoxica

Para aumentar o conhecimento sobre o potencial genotoxico e 0s
mecanismos mutagénicos associados aos extratos EBG e EDB, esses compostos
foram avaliados por meio do ensaio SMART com adaptacgdes, utilizando linhagens

de Drosophila melanogaster que apresentam genes marcadores recessivos para o
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ndmero de pelos (mwh) e para a forma do mesmo (fIr’). Estes marcadores permitem
quantificar os danos ocasionados ao DNA das células somaticas das asas de D.
melanogaster. Este teste pode detectar um conjunto diversificado de eventos
mutacionais, como mutacfes pontuais, delecbes e certos tipos de aberracdes
cromossOmicas, assim como de recombinacédo mitotica (GRAF et al., 1984).

Na anadlise das lesdes induzidas, pode-se contabilizar o numero total de
manchas ou o tipo de mancha encontrada, sendo que o primeiro aspecto fornece
dados quantitativos, enquanto que o segundo elucida quanto ao tipo de lesao
ocorrida. As manchas simples pequenas correspondem a mutacao dos pelos de 1 ou
2 células vizinhas e as manchas simples grandes correspondem a mutacao dos
pelos de 3 ou mais células vizinhas, ambas as manchas contendo apenas um tipo
de mutagao, na forma de pelos multiplos ou pelo em forma de “chama de vela”. As
manchas gémeas correspondem a mutacdo de células contendo pelos mdltiplos e
em célula vizinha o pelo em forma de “chama de vela”, independente do numero de
células vizinhas mutadas (GRAF et al., 1984).

Para este ensaio, foram utilizados dois diferentes cruzamentos valendo-se

dos marcadores para a forma dos pelos das asas (Figura 19):

@ +fIr3/TM3, BdS —— Cruzamento Padréo (ST)

Q-

Q ORR; +fIr3/ TM3, BdS — Cruzamento de Alta Bioativacdo Metabdlica (HB)

mwh+ / mwh+
fir3 TM3, BdS + +
mwh mwh
______________ |
v ———_—___:.-‘ _______ >

ﬂrgi 3+ T™M3, Bdsi i
mwh
6

+fir’/ mwh + + TM3, BdS/ mwh + v

Trans-heterozigoto marcado (MH) Heterozigoto balanceado (BH)

—> descendentes do cruzamento padréo (ST)
— descendentes do cruzamento de alta
bioativacdo (HB)

Figura 19 - Esquema representativo de cruzamento padréo e de cruzamento de alta

bioativacdo metabdlica em Drosophila melanogaster.
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984.
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1) Cruzamento padrédo (Standard cross — ST): fémeas virgens da linhagem
flare (flr), com genético fIr¥/In(3LR)TM3, ri p® sep 1(3)89Aa bx**® e Bd® (abreviado
como fIr*/TM3, Bd®) foram cruzadas com machos da linhagem multiple wing hairs
(mwh), com gendtipo mwh/mwh.

2) Cruzamento de alta bioativacdo metabdlica (High bioactivation cross — HB):
fémeas virgens da linhagem ORR/flare (ORR/flr), com gendtipo ORR/ORR;
flr¥/In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx**¢ e Bd® (abreviado como ORR; flr/TM3, Bd®)
foram cruzadas com machos mwh/mwh. A linhagem ORR/flare possui o0s
cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R (R), resistente ao pesticida
diclorodifeniltricloroetano (DDT), contendo genes responsaveis por alto nivel de
enzimas de metabolizac&o do tipo citocromo P(CYP)6 A2 (GRAF; SCHAIK, 1992). A
comparacao entre os resultados de ambas as linhagens permite avaliar a presenca
de compostos mutagénicos ativados ou inativados in vivo pela metabolizacdo
enzimética.

De ambos os cruzamentos foram coletados ovos por um periodo de 8 horas,
em frascos contendo uma base sélida de agar (3% em agua) e uma camada de
fermento de padaria (Saccharomyces cerevisiae) suplementado com acucar. Apés
72 horas + 4 horas, larvas de 3° estagio foram lavadas com agua corrente e
coletadas com o auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de larvas foram
transferidos para tubos de ensaio e em seguida foi adicionado um volume de 3 mL
de agua contendo um dos extratos ou o 8-MOP, previamente dissolvidos em Twin-80
e etanol, de tal forma que a concentracéo final destes ndo excedesse 0,2 e 0,5 %
respectivamente. Foram utilizadas trés concentracdes de cada extrato (0,4; 0,8; 1,6
mg/mL) e trés do 8-MOP (0,1; 0,2 e 0,4 mg/mL). Apés 30 minutos da adicdo dos
extratos e do 8-MOP, os conteudos das cavidades receberam tratamento UVA 365
nm (Lampada Mineralight UVGL-25) por 15 minutos com irradiancia de 1,04 mW/cm?
a uma distancia de 3 cm, com concentracéo de irradiacdo total de 940 mJ/cm?. A
padronizacao foi realizada com auxilio das fitas de medicdo de luz UV. No controle
negativo, as larvas foram expostas ao mesmo volume de agua contendo Twin-80 e
etanol (0,2 e 0,5% respectivamente) e tratadas com UVA. Para avaliar a atividade
mutagénica dos compostos na auséncia da luz UVA, o mesmo experimento foi
realizado sem irradiacdo da luz. Logo em seguida, os conteudos dos tubos de
ensaio foram transferidos para frascos de vidros contendo 1,5g de meio de cultura

alternativo (puré instantaneo de batata Yoki®). Adultos emergentes portadores dos
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dois tipos de genétipos mwh + / + fIr® (trans-heterozigoto marcado — MH) e mwh + / +
TM3, Bd® (heterozigoto balanceado — BH) foram coletados e fixados em etanol 70%.

As asas foram destacadas e montadas entre laminas e laminulas com
solucédo de Faure e analisadas quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas
mutantes, em microscopios opticos com magnificacdo de 400x. Foram realizados 3
experimentos independentes (Figura 20) em dois protocolos de tratamentos: na
presenca e na auséncia de irradiacdo UVA, totalizando 1600 asas analisadas. Para

0 preparo da curva de sobrevivéncia, foram contados os individuos vivos apos 7 dias

provenientes do experimento realizado com 20 larvas.

Q@ x o7

+flrt/ TM3, mwh+/
BdS mwh+

Coleta de ovos (4h)

Metamorfose das

larvas em moscas
(7 dias)

Desenvolvimento
das larvas (72 h)

Larvas 3° estagio

Analise das asas

Adicdoda drogae
aplicacdo de UVA

Figura 20 — Esquema com fotografias ilustrando a metodologia do teste SMART

utilizado com adaptacdes para o estudo.
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011.
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A andlise da superficie dorsal e ventral das asas considera o numero de
manchas que fornece dados quantitativos e o tipo de mancha que permite identificar
0 evento genotoxico induzido. Manchas simples que expressam apenas um dos
genes mutantes, flr ou mwh, indicam a ocorréncia de mutacdo génica e/ou
cromossOmica, bem como recombinagédo. Entretanto, manchas gémeas formadas
por células adjacentes expressando os fenétipos fl* e mwh originam-se,
exclusivamente, de eventos recombinacionais (GRAF et al., 1984). A distingcao entre
manchas simples pequenas (1-2 células mutantes) e manchas grandes (3 ou mais
células mutantes) € importante porque as primeiras sdo formadas durante o Ultimo
e/ou pendultimo ciclos de divisdo mitdtica que estdo ocorrendo na pupa, enquanto
gue as grandes sao produzidas mais cedo, durante o desenvolvimento da larva. As
manchas simples pequenas sao originadas por mutacdes cromossémicas
(aneuploidia) e/ou grandes delecdes, independente do tempo em que elas foram
induzidas, ja que essas células apresentam uma baixa taxa de divisao celular (GRAF
et al., 1984).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Material vegetal

A selecdo da casca da raiz de B. gaudichaudii como parte da planta a ser
estudada deve-se a analises anteriores no caule, folhas e raizes que permitiram
verificar que mais de 99% das furanocumarinas se encontravam na raiz, menos de
0,01% no caule e estavam ausentes nas folhas. Além disso, mais de 90% das
furanocumarinas presentes na raiz se encontram na casca (PIRES, 2004). As partes
subterraneas de D. brasiliensis foram selecionadas para o estudo baseado nas
indicacdes etnomédicas (ALICE et al., 1995; ALMEIDA, 1993). Além disso, as partes
subterraneas séo detentoras de mais de 50% da massa total de cada individuo.

O porte arbustivo ou arboreo de B. gaudichaudii em contraposicdo ao porte
rasteiro de D. brasiliensis apoia a escolha do segundo como fonte de extratos
contendo furanocumarinas. Além disso, em D. brasiliensis ha maior facilidade de
obtencdo da parte da planta utilizada, menor tempo para obtencdo de novos
individuos adultos e facilidade de reproducéo, permitindo uma extracdo sustentavel
e a possibilidade de se obter matérias-primas mais uniformes por meio de técnicas
de domesticacdo da espécie. Segundo Viu et al. (2007), o uso e a coleta
indiscriminados do cortex da raiz de B. gaudichaudii podem acelerar seu processo
de extincdo ou a erosdo genética da espécie.

Em relacdo as caracteristicas organolépticas, ambas as amostras frescas
das espécies apresentaram odor adocicado caracteristico de figo. A casca da raiz de
B. gaudichaudii fresca e ap6s a secagem possui coloragcdo marrom-avermelhada,
tendo na sua porgcdo interna (antes em contato com o cerne) coloracéo
esbranquicada, que vai adquirindo tons esverdeados 2 horas ap0s a coleta. As
partes subterraneas de D. brasiliensis possuem coloracdo marrom escuro antes e
apos a secagem, sendo as coloragdes mantidas apos a pulverizacao.

A secagem da casca da raiz de B. gaudichaudii eliminou 74,7% do seu
peso inicial, resultando em 1090 g. Das partes subterraneas de D. brasiliensis,

também secas, obteve-se 251 g de material. Os resultados dos testes de cinza e
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umidade para B.gaudichaudii e D. brasiliensis foram 6,11 + 0,16 % e 10,55 + 0,05 %

de cinzas totais e 15,93 + 0,61 % e 15,65 + 0,31% de umidade, respectivamente.

5.2 Preparo dos percolados e extratos

Parte dos 1090 g de material pulverizado de B. gaudichaudii e dos 251 g de
material de D. brasiliensis (600g e 160g, respectivamente) foi extraida por
percolacdo. A percolacdo farmacopeica foi selecionada como método de extracao
por produzir extratos com teor de marcadores e perfil cromatogréafico reprodutiveis,
por ser um método eficiente na extracdo, por apresentar menor risco de reacdes
quimicas devido a temperatura utilizada em relacdo a outros métodos como a
extragdo com Sohxlet dentre outros, e ser capaz de ser ampliada para escala
comercial. Além disso, por ser extracdo hidroalcodlica, ndo é necesséaria a
apresentacdo de informacgbes referentes aos residuos de solventes no laudo de
andlise do derivado vegetal pelo fabricante do produto acabado (BRASIL, 2010a).

Para o estudo farmacologico das espécies, a forma farmacéutica escolhida foi
0 extrato seco. O extrato seco tém sido uma tendéncia no mercado fitoterapico
mundial, em razdo da maior uniformidade dos lotes produzidos e da maior
concentracéo e padronizacao dos constituintes ativos (FERREIRA e LEITE, 2009).

Foram produzidos 3000 mL de percolado de B. gaudichaudii e 800 mL de
percolado de D. brasiliensis. O extrato preparado a partir do percolado de B.
gaudichaudii resultou em 188,4 g e o extrato de D. brasiliensis, em 42,4 g. Ambos os
extratos apresentaram-se bastante higroscopicos, de coloragdo marrom e
consisténcia firme. Os rendimentos da obtencdo dos extratos a partir de material
vegetal seco pulverizado foram 31,4% e 26,5% para B. gaudichaudii e D.

brasiliensis, respectivamente (Figura 21).
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1,28 %
4,08 %

3000 mL |, 188,4 g 7.7
ﬁ 6009 ® Sercolado ® extrato ™ furanocumarinas

(psoraleno)

Caca da raiz 31,4%
B. gaudichaudii

2,25 %
‘ 8,49 %

800 mL 42,4 g 3,649
ﬁlGO g s percolado ® extrato ® furanocumarinas

(psoraleno e

Raizes + rizomas 26.59 5 -metoxipsoraleno)
D. brasiliensis

Figura 21 — Porcentagens de rendimento na preparacdo dos percolados e extratos
de Brosimum gaudichaudii e Dorstenia brasiliensis e de furanocumarinas psoraleno
e 5-metoxipsoraleno neles contidos.

5.3 Avaliagdo cromatografica

Os métodos cromatograficos sdo recomendados para controle de qualidade
dos produtos fitoterapicos com muitas vantagens sobre outros métodos (OLIVEIRA
et al., 2005).

5.3.1 Cromatografia em camada delgada

A condicdo cromatografica escolhida permitiu a obtengcdo de um perfil
cromatografico para as amostras com a visualizacdo das manchas relacionadas as

furanocumarinas psoraleno e 5-MOP (Figura 22).



73

Figura 22 — Perfil cromatografico em cromatografia em camada delgada dos padrées
psoraleno (1), 5-metoxipsoraleno (2), extrato de Dorstenia brasiliensis (3), percolado
de Dorstenia brasiliensis (4), extrato de Brosimum gaudichaudii (5), percolado de
Brosimum gaudichaudii (6), tendo como fase moével a mistura tolueno - acetato de
etila - &cido férmico (60:40:3) e revelacdo com KOH 5%, seguida de visualizacao
com luz UVA (365 nm).

O padréao de psoraleno adquiriu coloracdo azul com fator de retencao (Rf) de
0,64 e o 5-metoxipsoraleno, coloracdo amarela, com Rf de 0,61. Quando psoraleno
e 5-metoxipsoraleno estdo conjuntamente presentes, como no percolado e extrato
de D. brasiliensis, tem-se uma Unica mancha amarelada com Rf intermediario entre
0,61 e 0,64.

5.3.2 Cromatoqgrafia liquida de alta eficiéncia e cromatografia em fase gasosa

O meétodo utilizado para quantificagdo das furanocumarinas nos percolados e
extratos secos obtidos por liofilizacdo de D. brasiliensis e B. gaudichaudii foi
previamente desenvolvido e validado para solugcdes orais de quatro matrizes
diferentes contendo misturas de tinturas hidroalcodlicas de plantas, dentre elas a D.
multiformes, sendo que uma das matrizes continha apenas a tintura de D.
multiformes (PIRES et al.,, 2004). Este método foi aplicado com sucesso para
quantificacdo de psoraleno e 5-metoxipsoraleno nos percolados e extratos neste
trabalho, pois garantiu a separacédo dos picos cromatograficos das substancias de
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interesse e a avaliacdo da pureza destes picos demonstrou que eram atribuidos a
apenas um componente (Figuras 23 e 24).
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Figura 23 - Cromatograma do percolado (superior) e do extrato (inferior) de
Brosimum por CLAE-DAD em acetonitrila-agua 55:25 (v/v), fluxo de 1 mL / minuto,
223 nm. 5-MOP, 5-metoxipsoraleno.
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Figura 24 - Cromatograma do percolado (superior) e do extrato (inferior) de
Dorstenia brasiliensis por CLAE-DAD em acetonitrila-agua 55:25 (v/v), fluxo de 1 mL
/ minuto, 223 nm. 5-MOP, 5-metoxipsoraleno.

As médias de erro das areas dos picos das replicatas das inje¢cdes (n=5)

foram menores que 1%, mostrando boa repetibilidade da curva de calibracdo. A

linearidade do método foi determinada por regressao linear. Os demais parametros

foram baseados no método para quantificacdo de furanocumarinas desenvolvido e

validado previamente para outras matrizes contendo furanocumarinas (PIRES et al.,

2004).

As tinturas de B. gaudichaudii e D. brasiliensis apresentaram 0,85 mg/mL e

3,18 mg/mL de furanocumarinas (psoraleno + 5-MOP), respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 - Quantidades de psoraleno e 5-metoxipsoraleno (5-MOP) em percolados
de Brosimum gaudichaudii (PBG) e Dorstenia brasiliensis (PDB) (quantidade + DP)
(mg/g) usando o método com CLAE-DAD.

Amostras Psoraleno 5-MOP
PBG <LD 0,85+0,01
PDB 2,10+ 0,04 1,08 £ 0,03

DP, desvio padréo; LD, limite de detecgéo

O extrato de Brosimum gaudichaudii (EBG) e o extrato de Dorstenia
brasiliensis (EDB) apresentaram 40,77 mg e 85,33 mg de furanocumarinas

(psoraleno + 5-MOP) por grama, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Quantidades de psoraleno e 5-metoxipsoraleno (5-MOP) em extratos de
Brosimum gaudichaudii (EBG) e Dorstenia brasiliensis (EDB) (quantidade = DP)
(mg/g) usando o método com CLAE-DAD.

Amostras Psoraleno 5-MOP
EBG <LD 40,77 + 0,29
EDB 56,33 + 0,68 29,00 + 0,43

DP, desvio padréo; LD, limite de detec¢éo

Considerando-se o rendimento de furanocumarinas (psoraleno + 5-MOP) por
grama de droga vegetal seca pulverizada, obtiveram-se 10,10 mg/g de casca da raiz
seca pulverizada de B. gaudichaudii e 69,88 mg/g de partes subterraneas secas
pulverizadas de D. brasiliensis. Celeghini et al. (2007) obtiveram 10,54 mg de
furanocumarinas (psoraleno + 5-MOP) por grama de rizoma seco pulverizado de
amostra comercial de D. brasiliensis utilizando maceracdo com ultrassom como
método de extracdo. Esses valores sugerem um bom rendimento da extracdo de
furanocumarinas pela percolacdo selecionada para esse estudo, mesmo que este
método de extragédo n&o tenha sido selecionado por este motivo.

Buscou-se a obtencdo de extratos ricos na maior parte dos metabdlitos
secundarios para obtencdo de um perfil cromatografico adequado para o controle de
qgualidade. Também de matéria-prima representativa para ensaios de atividade
farmacoldgica, pois é amplamente reconhecido que a atividade biologica de uma

espécie vegetal muitas vezes esta baseada na interacdo sinérgica entre os diversos
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componentes nela presentes e ndo apenas na agdo de uma substancia isolada
(VILEGAS et al., 2009).

Avaliando-se as bandas de absorcédo dos demais picos do cromatograma do
EBG em CLAE-DAD, verificou-se que tanto o percolado como o0 extrato
apresentavam uma mistura de substancias nos tempos de retencdo entre 2,5 e 4,0
minutos contendo um fenilpropanoide e flavonoides (Figura 23). Porém a condi¢do
cromatografica desenvolvida e validada para quantificacdo de furanocumarinas nao
permitia identificacdo nem quantificacdo daquelas substancias devido a
sobreposicao dos picos.

Realizando-se a mesma avaliacdo com o cromatograma de EDB, observou-se
gque o pico com tempo de retencdo de 12 minutos (Figura 24), chamado de
substancia D para este estudo, continha bandas de absorcdo semelhantes as de 5-
MOP (Figura 25). O psoraleno apresentou bandas em 203, 246 e 292 nm enquanto
gue o 5-metoxipsoraleno em 222, 250-268 e 311 nm e a substancia D em 223, 261 e
310 nm (Figura 25). Esse dado sugere que a substancia D contenha parte de sua

molécula semelhante ao 5-MOP.
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Figura 25 — Bandas de absorcéo do psoraleno, 5-metoxipsoraleno e da substancia D
obtidas do extrato de Dorstenia brasiliensis em detector de arranjo de fotodiodo
(DAD).

Para identificar a substancia D, o extrato EDB foi avaliado em cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) obtendo-se o

cromatograma representado na figura 26.
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Figura 26 - Cromatograma do extrato de Dorstenia brasiliensis obtido por CG-EM
com temperatura da interface e do injetor de 280°C, modo de ionizagao por impacto
de elétrons (70 eV), gas de arraste Hélio, fluxo de 0,6 mL / minuto, temperatura da
coluna iniciando em 150°C, com aquecimento de 10°C por minuto até 240°C e em
seguida de 5°C por minuto até 280°C, temperatura esta em que permaneceu por 20
minutos.

No cromatograma de EDB obtido por CG-EM (Figura 26) puderam ser
identificados o psoraleno (1) e o 5-metoxipsoraleno (2) nos tempos de retencao de 7
e 9 minutos, respectivamente, comparando-se os dados dos fragmentogramas de
massas obtidos (Figura 27) com os da literatura (NASSAR et al., 2010). O psoraleno
foi identificado pelo mecanismo de fragmentag&o: m/z 186 [M*, C1;HsO3] com perdas
sucessivas de trés moléculas de monoxido de carbono, obtendo-se os fragmentos:
m/e 158 [M-CQJ", 130 [158-CO]" e 102 [130-CO]*, a perda do radical etila a partir do
fragmento m/e = 102 origina o fragmento m/e = 76, e a partir deste origina m/e = 51
(Figura 27). O 5-metoxipsoraleno pelo mecanismo: m/z 216 [M*, C1,HgO3], m/e 201
[M*-CH3], seguido de quatro perdas sucessivas de moléculas de monoxido de
carbono, obtendo-se os fragmentos m/e: 173 [201-CQO]J", 145 [173-CO]", 117 [173-
COJ" e 89 [117-CO]" (Figura 27).
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Figura 27 — Espectro de massas do psoraleno, 5-metoxipsoraleno e da substancia D
do extrato de Dorstenia brasiliensis obtidos por CG-EM com temperatura da interface
e do injetor de 280°C, modo de ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV), gas de
arraste Hélio, fluxo de 0,6 mL / minuto, temperatura da coluna iniciando em 150°C,
com aquecimento de 10°C por minuto até 240°C e em seguida de 5°C por minuto
até 280°C, temperatura esta em que permaneceu por 20 minutos.

O pico 3 assinalado no cromatograma de EDB com tempo de retencéo de 23
minutos (Figura 26) provavelmente corresponde ao pico em 12 minutos do
cromatograma do extrato na condi¢cdo de quantificagdo em CLAE-DAD (Figura 24)
anteriormente chamado de substéncia D. Foi sugerido que a molécula possuia uma
porcado semelhante ao 5-MOP pela avaliagcado das bandas de absorcgéo.

O fragmentograma de massas obtido a partir do pico 3 (Figura 26) indica que
a substancia D seja a furanocumarina dorstenina (Figura 28) pela comparacdo dos
fragmentos com os da literatura (TERREAUX et al., 1995) e ja foi descrita em D.
brasiliensis (KUSTER et al., 1994), D. contrajerva e D. bahiensis (TERREAUX et al.,

1995).
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Figura 28 — Furanocumarina dorstenina.
Fonte: Terreaux et al., 1995.

A partir da RDC 14 (BRASIL, 2010a), a vigilancia sanitaria passa a exigir
também, além do perfil cromatografico ou prospeccao fitoquimica do produto
acabado, o perfil cromatogréafico ou prospeccao fitoquimica do seu derivado vegetal
de partida (percolado, extrato seco entre outros). Neste sentido, buscou-se uma
condicdo cromatografica gradiente que produzisse um perfil cromatografico mais
representativo para as espécies em estudo, com melhor separacdo dos picos das
substancias mais polares que as furanocumarinas. Na melhor condigdo gradiente
encontrada, pode-se observar picos mais definidos para as substancias mais polares
em relacdo a condicdo isocratica. Neste caso, os tempos de retencao do psoraleno e

5-MOP séo 18,9 minutos e 23,1 minutos, respectivamente (Figura 29).
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Figura 29 - Perfis cromatograficos dos extratos de Brosimum gaudichaudii (superior)
e Dorstenia brasiliensis (inferior) por CLAE-DAD em aumento gradiente da relagéo
entre os solventes metanol — 4gua de 15:85 (v/v) para 100:0 (v/v) em 40 minutos,
voltando a condicédo inicial em 10 minutos, fluxo de 0,9 mL / minuto, 254 nm. 5-MOP,
5-metoxipsoraleno.

5.4 Avaliagéo da atividade antiproliferativa

As atividades antiproliferativas dos extratos EBG e EDB e das
furanocumarinas psoraleno, 5-metoxipsoraleno (5-MOP) e 8-metoxipsoraleno (8-
MOP) foram avaliadas em cultura de células neoplasicas B16-F10 tratadas e néo
tratadas com UVA. As furanocumarinas psoraleno e 5-MOP foram testadas por
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serem as furanocumarinas quantificadas nos extratos. O 8-MOP foi utilizado como
controle positivo por ser uma das furanocumarinas mais utilizadas no tratamento
PUVA (SAID et al., 1997; MILIONI et al., 2001).

A curva concentracdo-resposta € uma das melhores formas de se visualizar a
atividade antiproliferativa das amostras testadas. Com esse tipo de gréafico é possivel
verificar se a substancia em questéo possui efeito citostatico (pontos da curva acima
do ponto zero), efeito citocida (pontos da curva abaixo do ponto zero) ou inibicdo
total do crescimento quando T=TO, ou seja, a concentracdo que promove 100% de
inibicdo celular (TGI) é o valor no eixo da abscissa onde a curva corta o eixo das
ordenadas. A Figura 30 mostra a atividade antiproliferativa de 8-MOP sobre a
linhagem celular neoplasica B16-F10 com a representacdo dos pontos relacionados
as variaveis Glsg, LCs0 € TGI, que foram exatamente calculadas no programa de
dados Origin 6.0.
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Figura 30 - Curva concentracéo-resposta gerada a partir da exposicao de células de
melanoma murino B16-F10 ao 8-MOP na presenca de UVA. Glsp inibicdo do
crescimento de 50% das células; TGI, inibicdo total do crescimento e LCsg
concentracdo necessaria para morte de 50% das células.
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Todas as amostras-teste foram citostaticas nas concentracdes de 0,25 pg/mL.

Os extratos EBG, EDB e o 5-MOP apresentaram atividade citostatica na

concentracdo de 2,5 ug/mL e foram citocidas nas concentracdes de 25 ug/mL e 250

pg/mL. O extrato EDB e o 5-MOP foram citostaticos na concentracdo de 2,5 ug/mL e

0 psoraleno e o 8-MOP citocidas nesta concentracéo (Tabela 3).

Tabela 3 — Crescimento (%) de células neoplasicas B16-F10 expostas aos extratos
de Dorstenia brasiliensis (EDB) e Brosimum gaudichaudii (EBG), a psoraleno, a 5-
metoxipsoraleno (5-MOP) e a 8-metoxipsoraleno (8-MOP) em presenca de UVA.

Amostra Concentracéo (ug/mL)  Crescimento celular (%) + DP
EBG 0,25 76,66 + 0,35
2,5 49,46 + 0,20
25 -56,70 £ 1,99
250 -94,76 £ 0,15
EDB 0,25 64,06 + 0,55
2,5 42,30 £ 1,05
25 -95,50 £ 0,45
250 -96,66 + 0,15
psoraleno 0,25 60,03 + 0,05
2,5 -50,56 £ 0,55
25 -88,86 £ 0,15
250 -95,66 + 1,26
5-MOP 0,25 73,5+ 0,50
2,5 46,36 + 0,15
25 -87,06 £ 1,35
250 -100+0
8-MOP 0,25 68,50 £ 0,90
2,5 -14,00 £ 0,60
25 -94,06 + 0,057
250 -98,7+0,3

DP, desvio padréo.
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A figura 31 representa a curva concentragado-resposta obtida com os extratos
EBG e EDB, psoraleno, 5-MOP e 8-MOP sobre a linhagem de células neoplésicas
B16-F10 tratadas com UVA.
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Figura 31 - Curva concentracdo-resposta gerada a partir da exposicdo de células de
melanoma murino B16-F10 aos extratos de Brosimum gaudichaudii (EBG) e de
Dorstenia brasiliensis (EDB), a psoraleno, a 5-metoxipsoraleno (5-MOP) e a 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) na presenca de UVA.

Os valores de Glsgp de EBG, EDB, psoraleno, 5-MOP e 8-MOP em células
B16-F10 sob a luz UVA foram 2,45; 2,05; 0,25; 2,30; e 0,28 ug/mL, respectivamente.
Todas as amostras-teste foram ativas segundo critério de Itarath et al. (2004), (Glsp <
30 pug/mL) e de forte atividade antineoplasica segundo critério do Instituto Nacional
do Céancer dos Estados Unidos (NCI) (Glsp < 4 pg/mL). A menor citotoxicidade do 5-
MOP em relacdo ao 8-MOP pode explicar que o tratamento PUVA utilizando 5-MOP
em vez de 8-MOP tem mostrado bons resultados, com menor fototoxicidade e
menos efeitos colaterais (STEINER e VILLAS, 2004).

A forte atividade antineoplasica do psoraleno, 5-MOP e 8-MOP

corroboram o interesse no potencial anticancer dos psoralenos no tratamento de
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tumores solidos e na prevencéo da proliferacdo in vitro de células neoplasicas como
as de carcinoma de bexiga (KEANE et al., 1992), carcinoma mucoepidermoide (WU
et al, 1992) e de cancer de mama (Wu et al., 1998) entre outros. Dentre os relatos,
Leite et al. (2004) avaliaram a atividade do 8-MOP com irradiacdo UVA em células
de melanoma humano SK-Mel 37 pelo método MTT, encontrando um valor de Glsg
de 14,4 uM (3,10 pg/mL) em 48 horas de incubacéo. Isoldi et al. (1999) também
avaliaram a atividade do 8-MOP com irradiacdo UVA em células de melanoma
humano SK-Mel 28 e C32TG. Relatam que nas primeiras 24h de tratamento houve
um aumento da proliferagdo celular seguido de atividade antiproliferativa e
melanogénica em 48 e 72h de incubagdo. Estes dados corroboram os resultados
obtidos no presente estudo com 48h de incubacdo, ainda que ndo seja possivel
comparar as mesmas variaveis, uma vez que o0s métodos empregados foram
diferentes.

A maioria dos farmacos utilizados atualmente no tratamento de cancer ou
danificam o DNA ou inibem a replicacdo do DNA (COOPER, 2001), ou seja, séao
farmacos com atividade antiproliferativa. Wang et al. (2011) relata que o psoraleno
pode inibir o crescimento de células neoplasicas: K562 (célula eritroleucemia
humana), K562/ADM (linhagem resistente a doxorrubicina K562), KB (linha de
carcinoma oral humana) e KBv200 (linhagem resistente a vincristina); e de células
normais primarias HPDL (ligamento periodontal humano).

A efetividade do tratamento dos psoralenos com a UVA tem sido atribuida as
suas propriedades de ligacdo fotoinduzida ao DNA (PATHAK e FITZPATRICK,
2004). Algumas investigagbes tém demonstrado que o psoraleno fotoativado
também pode modificar proteinas e suas atividades (SCHMITT et al., 1995) podendo
envolver, ao menos em parte, um possivel mecanismo envolvendo sitios de ligacao
especificos para psoralenos nas células, com localizacdo precisa ainda né&o
conhecida, porém sem relagdo com o DNA (LASKIN et al.,, 1985). Laskin e Lee
(1985) relatam a associagdo da ligacdo de 8-MOP e TMP fotoativados as células KB
(linhagem de células humanas epiteliais) com a inibicdo da ligacdo do receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGF) e a sua internalizagdo, indicando que a
membrana celular pode ser um alvo importante para a acao psoralenos fotoativados
na modulacdo do crescimento e da diferenciacdo das células da epiderme.

Os valores de Glsg dos extratos e furanocumarinas indicam forte atividade

antiproliferativa em todas as amostras. Os valores de Glso dos extratos estdo de
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acordo com as furanocumarinas neles presentes, pois o EDB (Glso de 2,05) possui
psoraleno (Glso de 0,25) e 5-MOP (Glso de 2,30) e 0 EBG (Glso de 2,45), possui
apenas o 5-MOP (Glspde 2,30).

O EDB também possui a furanocumarina dorstenina, que néao foi quantificada
para este estudo, pois sua atividade fotossensibilizante € bem menor (LOPES et al.,
2001). Lopes et al. (2001) associam a menor acao fotossensibilizante a formacao de,
principalmente, monoadutos com o DNA, enquanto ambos, psoraleno e 5-MOP
possuem alta acdo fotossensibilizante devido a formacao de diadutos.

Os valores de Glsp dos extratos e furanocumarinas obtidos neste estudo
inferem que o0 uso dos extratos tem vantagens em relacdo ao uso das
furanocumarinas psoraleno e 5-MOP isoladas, pois 0s extratos possuem forte
atividade antiproliferativa, mesmo contendo 4% a 9% de furanocumarinas em sua
composi¢cdo. Os compostos ativos de um fitocomplexo podem agir sinergicamente
entre eles ou com outros compostos, resultando em maior atividade biol6gica
(VAGNER, 2009). Para melhor compreensdo pode-se relatar que os compostos
triterpénicos: acidos dorsténicos A e B isolados de D. brasiliensis, na concentragédo
de 40 uM, demostraram atividade antiproliferativa com 1Csy de 5 pg/mL do &cido
dorsténico A sobre células L-1210 e com ICso de 10 pg/mL do acido dorsténico B
sobre células HL-60 (UCHIYAMA et al., 2002). Em Brosimum, no caso na casca da
raiz de B. utile, foram registradas isoflavonas citotoxicas anticarcinogénicas
(FERRARI et al., 2005).

A presenca de fitocomplexos nos extratos EBG e EDB também poderia
representar menores efeitos colaterais no uso tépico ou oral pela presenca de
flavonoides. DUFALL et al. (2003) relataram que flavonoides isolados de D. manni
atuam com eficiéncia frente a radicais livres, com atividade similar a quercitina.
Também D. multiformes apresentou atividade antioxidante no seu extrato bruto e nas
fracbes hexano, acetato de etila e cloroférmica, tendo esta ultima acdo superior ao
padrdo rutina (BALESTRIN, 2006). Pode-se relatar também que os terpenoides a-
amirina e B-amirina presentes em Dorstenia apresentam uma atividade antioxidante
relativa significativa, quando comparado aos padrdes: vitamina C e rutina
(BALESTRIN et al.,, 2008) o que poderia auxiliar na preservacdo dos tecidos
saudaveis no tratamento das doencas de pele. As atividades analgésicas e/ ou anti-

inflamatoria apresentadas pela infusdo de Dorstenia brasiliensis € relacionada por
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alguns autores, pelo menos em parte a suas atividades antioxidantes, pois parecem
inibir a acdo de alguns dos oxidantes gerados na inflamacéo (DALL’'STELLA, 2008).
Neste trabalho, todas as amostras-teste na auséncia de UVA foram inativas
(Glso > 250 pg/mL). Os dados estdo em conformidade com os de Montagner (2007)
que ndo observou atividade antiproliferativa do 8-MOP em células de carcinoma de
laringe (HEp-2), carcinoma de célon (Caco-2) e de carcinoma de intestino (HCT-8)
na auséncia de UVA. Mar et al. (2001) também relataram n&o haver atividade do
psoraleno em células de carcinoma de pulméo (A541) e de carcinoma de figado
(HEpG2) na auséncia de UVA. Entretanto foi relatado por Rosa et al. (2005) que
fracbes do extrato de B. gaudichaudii em concentracbes acima de 100 pg/mL
demostraram atividade citotéxica pelo método colorimétrico MTT em cultura de

células B16-F10 na auséncia de UVA.

5.4.1 Ensaio de citotoxicidade em células normais

Uma vez que foi encontrada atividade antiproliferativa das amostras-teste na
linhagem de células neoplasicas, foi feito o mesmo ensaio da SRB para avaliacdo da
citotoxicidade em células de uma linhagem normal (VERO, de rim de macaco verde
africano) uma vez que um dos objetivos do trabalho é avaliar o potencial dos
extratos como ativador da melanogénese em pacientes com vitiligo, e a presenca de
citotoxicidade em células normais poderia dificultar a avaliacéo.

Nas células tratadas com UVA, o EBG causou um estimulo do crescimento de
células VERO nas concentracdes de 0,25 e 2,5 pg/mL, foi citostatico em 25 ug/mL e
citocida em 250 pg/mL. O EDB foi citostéatico nas trés menores concentragdes (0,25;
2,5 pg/mL e 25 pg/mL) e foi citocida na maior. O 5-MOP causou um estimulo do
crescimento em 0,25 pg/mL, sendo citostatico em 2,5 pg/mL e citocida em 25 e 250
pg/mL. O 8-MOP foi citostético nas duas menores concentracdes (0,25 e 2,5 pg/mL)

e citocida nas maiores (25 e 250 pg/mL) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Crescimento celular (%) de células normais VERO expostas aos extratos

de Dorstenia brasiliensis (EDB) e Brosimum gaudichaudii

(EBG) e a b5-

metoxipsoraleno (5-MOP) e 8-metoxipsoraleno (8-MOP) em presenca de UVA.

Amostra  Concentragdo (ug/mL)  Crescimento celular (%) + DP
EBG 0,25 193,67 £ 0,50
2,5 156,43 £ 0,15
25 69,87 £ 1,95
250 -27,97 £ 4,80
EDB 0,25 89,17 £ 0,25
2,5 72,67 £0,30
25 11,20 £ 1,50
250 -43,97 £ 1,12
5-MOP 0,25 182,30 £ 0,30
2,5 92,33+1,55
25 -33,66 £ 1,65
250 -56,00 £ 1,45
8-MOP 0,25 94,97 £ 1,15
2,5 38,67 £ 0,15
25 -16,60 £ 1,75
250 -48,53 + 0,96

DP, desvio padrao.

Uma vez que o EDB e o 8-MOP causaram inibicdo do crescimento em todas

as concentracbes utilizadas, foi possivel calcular os valores de Glsp para estas

amostras-teste, e o indice de seletividade (IS) (Tabela 5). Entretanto, estes ndo

foram seletivos sobre a linhagem B16-F10 em relacdo a linhagem de células

normais, VERO (IS < 2,0).



89

Tabela 5 — Atividade citotoxica (Glsp) dos extratos de Dorstenia brasiliensis (EDB) e
da furanocumarina 8-MOP em linhagens de células normais VERO e em células
neoplasicas B16-F10 com irradiacdo de luz UVA com seus correspondentes indices
de seletividade (IS).

Linhagens celulares EDB  8-MOP

VERO 3,73 2,22
B16-F10 2,70 2,45
IS 14 0,9

Glsg, concentracéo que inibe 50% do crescimento celular; IS = GlsoVERO / Gl5,B16-F10.

O 5-MOP e o extrato EBG estimularam o crescimento de células normais
VERO em uma e duas concentracdes, respectivamente, o que nao permitiu o calculo
da Glso para estas amostras e, portanto, de seus indices de seletividade. Porém foi
verificada durante os experimentos alguma seletividade da atividade citotdxica
destas amostras sobre células neoplasicas em relacdo as células normais. Pode-se
utilizar como exemplo, o crescimento celular de células neoplasicas (-56,7%) e de
células normais (69,9%) na presenca de EBG 25 pug/mL + UVA. Esta seletividade
incipiente poderia auxiliar no processo de proliferacdo de células saudaveis no

tratamento de distarbios de pele e no estimulo & melanogénese.

5.5 Avaliagcédo da atividade melanogénica

A padronizacdo de dois ensaios para avaliacdo da melanogénese foi
realizada. Ambos os ensaios foram padronizados com o numero de 5.000.000 de
células para tratamento com cada amostra-teste ou controle positivo. Tanto o ensaio
de ativacdo da tirosinase como o ensaio de dosagem de melanina mostraram
resultados reprodutiveis pelos métodos padronizados com a leitura das
absorbancias das solugdes finais em leitor de microplacas em 492 nm.

No ensaio de ativacéo da tirosinase na presenca de UVA, os extratos EBG e
EDB e o 5-MOP e 8-MOP apresentaram 50,8%; 84,37%; 89,37 e 77,3%,
respectivamente, de ativacdo da melanogénese em relacdo ao controle negativo
(Tabela 6 e Figura 32).
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Tabela 6 — Ativacdo da tirosinase em células de melanoma murino pelo 8-MOP e
extratos de Brosimum gaudichaudii (EBG) e Dorstenia brasiliensis (EDB) usando a
dosagem de tirosinase na presenca e auséncia de irradiacdo UVA.

Experimento  Amostra Absorbancia® % Ativacéo®

com UVA EBG 6,25 pg/mL 0,724 50,8
EDB 2,94 ug/mL 0,885 84,37
5-MOP 0,25 pg/mL 0,909 89,37
8-MOP 0,25 ug/mL 0,851 773
Controle negativo 0,480

sem UVA 8-MOP 0,25 pg/MI 0,534 23

Controle negativo 0,434

'Os valores de absorbancia a 492nm ja estdo descontados dos valores do branco para cada

experimento. 0% ativacdo = (A — B)/B x 100%; A, composto teste; B controle negativo
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Figura 32 — Ativacdo da tirosinase em células de melanoma murino pelo 8-MOP e
extratos de Brosimum gaudichaudii (EBG) e Dorstenia brasiliensis (EDB) usando a
dosagem de tirosinase na presenca de irradiagcdo UVA.

As absorbéancias do controle negativo na presenca e auséncia de UVA foram
similares indicando que somente a irradiacdo nao alterou a quantidade de tirosinase
nas condi¢des do ensaio. Entretanto, houve 23% de ativacdo da melanogénese pela
presenca do 8-MOP em relacdo ao controle negativo na auséncia de UVA, o que
demonstra que a furanocumarina isolada € capaz de ativar a melanogénese, mesmo

na auséncia da irradiacdo, porém em menor grau (3 X menor). Segundo 0s
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resultados obtidos, a atividade melanogénica das amostras-teste avaliada pela
ativacao da tirosinase parece ser estimulada com a irradiagédo UVA.

No ensaio padronizado para avaliagdo da melanogenicidade pela dosagem de
melanina, resultados preliminares baseados nas absorbancias obtidas indicam que a
furanocumarina 8-MOP 0,25 pg/mL aumentou a quantidade de melanina em relagéo
ao controle negativo na presenca de irradiagdo UVA.

A patrticipacdo da irradiacdo UVA na atividade melanogénica dos psoralenos
tem resultados contraditorios na literatura. Em Isoldi et al. (1999), a exposi¢édo
cronica (72h) de células de melanoma SK-Mel 28 e C32TG ao 8-MOP na auséncia
de UVA aumentou a atividade da tirosinase e a exposicéo rapida (30 minutos) ndo
promoveu resposta. Na combinacao da exposicao rapida ao 8-MOP com a irradiacao
UVA o tratamento torna-se tdo eficaz quanto o tratamento crbénico (ISOLDI et
al.,1999). De acordo com Fonseca e Prista (2000), o tratamento com psoralenos
fotoativados promove espessamento da camada cornea, produzindo uma reacdo
inflamatéria e o aumento da quantidade de melanina na area que recebeu a
radiacdo, benéfica ao tratamento do vitiligo. A pigmentacédo surge entdo em torno
dos foliculos pilosos e se alastra centrifugamente. Teregun et al. (1999) relatam que
na terapia PUVA, vérias células sdo afetadas, inclusive linfécitos circulantes no
sangue periférico, promovendo alivio de muitas doencas que sdo associadas a
desordens imunoldgicas. Segundo Steiner e Villas (2004), psoralenos fotoativados
também estimulam imunocitoquinas e mediadores inflamatérios que agem como
sinais para migracdo de melandcitos a partir dos foliculos pilosos da pele s&, induz a
transferéncia dos melanossomas para 0s queratinécitos, estimulam a melanogénese
por meio da proliferacdo de melandécitos, aumento do nimero de melanossomas e
ativacdo da sintese de tirosinase (COSTA e LACAZ, 2001). Também aumentam a
expressao da tirosinase e o estimulo a melanogénese (MENGEAUD e ORTONNE,
1996).

Entretanto, Marwan et al. (1990) relatam que a atividade melanogénica do 8-
MOP, do 5-MOP e do TMP em células de melanoma murino S-91 e B16 parece ser
independente da irradiacdo UVA. Guan et al. (2008) utilizaram o 8-MOP como
controle positivo em avaliacdo da ativacdo da melanogénese em células de
melanoma B16 sem irradiagcdo com UVA obtendo resultados positivos. No estudo de
Rosa et al. (2005), fracbes do extrato aquoso de B. gaudichaudii e o 5-MOP

induziram melanogénese em células B16-F10 na auséncia de UVA na faixa de
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concentracdo de 100 a 500 pg/mL e 50 a 100 pg/mL, respectivamente. Neste
mesmo estudo sem uso de radiacdo UVA, o extrato bruto da casca da raiz de B.
gaudichaudii em contato com células B16F10 demonstrou aumento significativo da
expressdo para RNAmM (RNA mensageiro) para tirosinase. As células exibiram
concentracdo maxima de melanina ap6s 24 horas de tratamento, ndo havendo
aumento significativo da atividade até 48h (ROSA, 2005). Piao et al. (2004) relatam,
inclusive, que uma furanocumarina, a 9-hidroxi-4-metoxipsoraleno isolada de
Angelica dahurica, age como inibidor potente da atividade da tirosinase.

Na tentativa de padronizar o teor de furanocumarinas presentes em todas as
amostras-teste para 0,25 pg/mL em ambos os ensaios, foram utilizadas
concentracbes de 6,25 pg/mL e 2,94 ug/mL para os extratos EBG e EDB,
respectivamente. Entretanto, estas concentracdes dos extratos podem ter interferido
no resultado do estimulo a melanogénese devido a forte atividade antiproliferativa
dos mesmos e os resultados da ativagdo da melanogénese devem ser maiores que
0s mensurados neste ensaio.

Novos experimentos precisam ser realizados para avaliar os extratos EBG e
EDB, o 5-MOP e 0 8-MOP em doses menos citotdxicas nos ensaios de avaliacdo da
melanogenicidade ja padronizados. Também o estimulo & ativacdo da atividade da
tirosinase e aumento de melanina pelo 8-MOP sem irradiagdo de UVA devem ser

mais investigados para confirmar os resultados encontrados nos testes.

5.6 Avaliacdo da atividade genotoxica

Como controle positivo foi utilizado o 8-MOP, pois é relatado na literatura que
guando associado a UVA, é um gerador de cross-linking no DNA e ocasiona efeitos
mutagénicos (ROSA et al., 2007). Neste mesmo estudo também empregado como
genotoxina fotoativada em células V79 (fibroblastos de pulm&o de hamster chinés)
para investigacdo do efeito preventivo de uma droga antioxidante na prevencédo da
genotoxicidade.

A tabela 7 apresenta os resultados dos ensaios utilizando tratamento com 0s
extratos, com o 8-MOP e 0s respectivos controles negativos na auséncia de UVA

com D. melanogaster nas linhagens de cruzamento padrdo (ST) e de alta
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bioativacdo (HB). Cada concentracdo de cada amostra ou controle positivo foi
analisada em 40 asas de individuos descendentes do cruzamento padrdo (ST) e 40
asas de individuos descendentes do cruzamento de alta bioativacdo (HB) de D.

melanogaster, totalizando 800 asas analisadas.
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Tabela 7 - Frequéncia de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster do
cruzamento padrdo (ST) e cruzamento de alta bioativacdo (HB) ap6s tratamento crdnico com 8-MOP, extrato seco de Dorstenia brasiliensis (EDB) e de
extrato seco de Brosimum gaudichaudii (EBG) sem irradiagdo UVA (n=40).

Compostos  Concentracao Manchas simples Manchas simples Manchas Total de Frequéncia de
(mg/mL) pequenas grandes gémeas manchas m=2 mutac&o por 10°
(1-2 células)ym=2 (>2 células) m=5 m=5 células
N°  Fr D N°  Fr D N°e  Fr D N°  Fr D
ST Controle 10 0,25 1 0,03 1 0,03 12 0,30 1,23
8-MOP 0,1 12 030 i 2 0,05 i 1 0,03 i 15 0,38 i 1,54
0,2 13 0,33 i 2 0,05 i 0 0,00 i 15 0,38 i 1,54
0,4 14 0,35 i 3 0,08 i 0 0,00 i 17 043 i 1,74
EDB 0,4 13 0,33 i 2 0,05 i 0 0,00 i 15 0,38 i 1,54
0,8 17 043 i 1 0,03 i 0 0,00 i 18 045 i 1,84
1,6 24 0,60 + 4 0,10 i 1 0,03 i 29 0,73 + 2,97
EBG 0,4 14 0,35 i 0 0,00 i 1 0,03 i 14 0,35 i 1,43
0,8 12 0,30 i 2 0,05 i 0 0,00 i 14 0,35 i 1,43
1,6 16 040 i 3 0,08 i 0 0,00 i 19 048 i 1,95
HB Controle 12 0,30 2 0,05 1 0,03 15 0,38 1,54
8-MOP 0,1 10 0,25 - 0 0,00 i 0 0,00 i 10 025 - 1,02
0,2 15 0,38 i 3 0,08 i 1 0,03 i 19 048 i 1,95
0,4 18 045 i 4 0,10 i 4 0,10 i 26 0,65 i 2,66
EDB 0,4 14 0,35 i 0 0,00 i 0 0,00 i 14 035 - 1,43
0,8 16 040 i 1 0,03 i 0 0,00 i 17 043 i 1,74
1,6 28 0,70 + 0 0,00 i 0 0,00 i 28 0,70 + 2,87
EBG 0,4 12 0,30 i 2 0,05 i 0 0,00 i 14 035 - 1,43
0,8 16 040 i 0 0,00 i 0 0,00 i 16 0,40 i 1,64
1,6 15 0,38 i 2 0,05 i 1 0,03 i 18 0,45 i 1,84

ST: cruzamento padréo; HB: cruzamento de alta bioativagao; Fr.: frequéncia; D: diagnostico estatistico com o programa SMART baseado no teste binomial
condicional de acordo com niveis de significancia de Kastenbaum—Bowman (a = $ = 0,05) de acordo com Frei e Wiirgler (1988); +: positivo, -: negativo, i:
inconclusivo; m: fator de multiplicacao.
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Os resultados desse ensaio demonstraram que nao houve variagao
significativa do numero total de manchas no tratamento com o controle positivo
(furanocumarina 8-MOP) e com o0 extrato EBG em comparagcdo com o controle
negativo na auséncia de radiagdo UVA nos individuos ST e HB de D. melanogaster
(Tabela 7). Esses dados sugerem que ndo h& moléculas presentes no 8-MOP e no
extrato EBG que se tornam genotdxicas apds biotransformacgdo na auséncia de UVA
pois a linhagem HB possui altos niveis da enzima citocromo oxidase e detecta,
portanto, compostos que depois de biotransformados se tornam mais genotéxicos.

O extrato EDB na maior concentracdo (1,6 pg/mL) apresentou pequena
genotoxicidade na auséncia de UVA sobre os individuos ST e HB. A mutagéo se
apresentou na forma de manchas simples pequenas (mutacdes dos pelos de uma
ou duas células vizinhas), o que sugere que moléculas presentes em pequena
quantidade no extrato sdo genotoxicas nos periodos finais do desenvolvimento
larval.

Outro experimento foi realizado utilizando o tratamento com UVA. Mais 800
larvas de D. melanogaster de ambas as linhagens (ST e HB) foram expostas por 30
minutos as amostras-teste ou ao controle positivo em solugdo aquosa antes de
serem irradiadas com UVA. Este periodo de 30 minutos permitiu o contato das
amostras-teste com as larvas e a ingestédo destes por elas, de forma que a radiacéo
pdde atuar nas amostras em contato com as células do organismo ou até mesmo
dentro delas.

Os individuos ST e HB tratados com os extratos EDB e EBG e o 8-MOP
apresentaram alta frequéncia de formacao de mutagdes no tratamento com UVA, o
gue significa que tanto os extratos como o controle positivo apresentaram

genotoxicidade (Tabela 8).
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Tabela 8 - Frequéncia de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster do
cruzamento padrdo (ST) e cruzamento de alta bioativacdo (HB) apds tratamento crénico com 8-MOP, extrato seco de Dorstenia brasiliensis (EDB) e de
extrato seco de Brosimum gaudichaudii (EBG) com irradiagdo UVA (n=40).

Compostos

ST Controle
8-MOP

EDB

EBG

HB Controle
8-MOP

EDB

EBG

Concentragao
(mg/mL)

0,1
0,2
0,4
0,4
0,8
1,6
0,4
0,8
1,6

0,1
0,2
0,4
0,4
0,8
1,6
0,4
0,8
1,6

Manchas simples Manchas simples Manchas Total de manchas Frequéncia de

pequenas grandes gémeas m=2 formacdo de

(1-2 células)ym=2 (>2 células) m=5 m=5 mutacdes por
10° células

N° Fr D Ne  Fr D N°  Fr D Ne° Fr D

8 0,20 4 0,10 2 0,05 14 0,35 1,43

6 0,15 i 96 2,40 + 4 0,10 i 106 2,65 + 10,86

12 0,30 i 85 2,13 + 5 0,13 i 102 255 + 10,45

26 0,65 + 69 1,73 + 12 030 + 107 2,68 + 10,96

9 0,23 i 25 0,63 + 2 0,05 i 36 0,90 + 3,69

24 0,60 + 37 093 + 3 0,08 i 64 1,60 + 6,56

105 2,63 + 33 083 + 51 1,28 + 189 4,70 + 19,36

5 0,13 - 33 083 + 2 0,05 i 40 1,00 + 4,10

8 0,20 i 43 1,08 + 4 0,10 i 55 1,38 + 5,64

14 0,35 i 39 098 + 3 0,08 i 56 1,40 + 5,74

13 0,33 1 0,03 0 0,00 14 0,35 1,43

7 0,18 - 24 0,60 + 1 0,03 i 32 0,80 + 3,28

14 0,35 i 42 1,05 + 0 0,00 i 56 1,40 + 5,74

23 0,58 i 66 165 + 1 0,03 i 90 225 + 9,22

21 0,53 i 9 023 + 7 0,18 + 37 0,93 + 3,79

42 1,05 + 16 040 + 9 0,23 + 67 1,68 + 6,86

93 233 + 33 083 + 37 093 + 163 4,08 + 16,70

6 0,15 - 20 050 + 29 0,73 + 55 1,38 + 5,64

9 0,23 - 41 1,03 + 70 1,75 + 120 3,00 + 12,30

15 0,38 i 49 123 + 75 1,88 + 139 348 + 14,24

ST: cruzamento padréo; HB: cruzamento de alta bioativacao; Fr.: frequéncia; D: diagndstico estatistico com o programa SMART baseado no teste binomial
condicional de acordo com niveis de significAncia de Kastenbaum—Bowman (a = = 0,05) de acordo com Frei e Wirgler (1988); +: positivo, -: negativo, i:

inconclusivo; m: fator de multiplicacao.
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Os dados da avaliagdo do 8-MOP na linhagem ST demonstram que a
genotoxicidade desta furanocumarina nao variou significativamente com o aumento
das concentracdes (frequéncia de mutacdes / 10° células entre 4,10 e 5,74).
Segundo Bethea et al. (1999) os danos causados no DNA pelo 8-MOP, em doses
subletais, e pela radiacdo UVA, podem induzir reparos no DNA. Esta inducdo ao
reparo poderia explicar o ndo aumento da frequéncia de mutagdes no tratamento da
linhagem ST, mesmo com o aumento da concentracdo do 8-MOP. Nessa linhagem,
0 8-MOP induziu um namero maior de manchas simples grandes nas asas, 0 que
infere que a atividade genotoxica principal, neste caso, ocorre nos periodos mais
iniciais do desenvolvimento larval. Um pequeno numero, porém significativo, de
mutacBes do tipo manchas gémeas e do tipo manchas simples pequenas foram
induzidas na maior concentracdo (0,4 mg/mL), o0 que sugere que essa
furanocumarina seja capaz de induzir mutagdo por recombinagdo (dupla
recombinacdo génica ou recombinacdo entre o centrdmero e o locus flr) e em
periodos finais do desenvolvimento larval, respectivamente, quando usada em alta
concentracdo. A concentracdo de 0,8 mg/mL e 1,6 mg/mL ndo foram analisadas
para o controle positivo devido o grande niumero de manchas grandes nas asas,
manchas estas com até 400 células vizinhas contendo pelos multiplos, o que
dificultou a analise e a avaliacdo dos dados.

O extrato EDB demonstrou um aumento dose-dependente da genotoxicidade
(frequéncia de mutacdes / 10° células: 3,69; 6,56 e 20,39). Na concentracdo mais
baixa (0,4 mg/mL), o EDB induziu maior nimero de manchas simples grandes, o que
significa que atuou mais pronunciadamente nos periodos iniciais do
desenvolvimento larval. Na concentracdo intermediaria (0,8 mg/mL), houve um
aumento significativo do niamero de manchas simples pequenas, o que sugere
presenca de moléculas em menor quantidade no extrato capazes de induzir mutagéo
em periodos finais do desenvolvimento. Na concentracdo mais alta (1,6 mg/mL)
houve aumento significativo (4 X) do numero de manchas pequenas e de manchas
gémeas (17 X). Esse ultimo dado sugere que o extrato EDB também contenha
concentracbes pequenas de componentes capazes de induzir mutagcdo por
recombinacédo (dupla recombinacdo génica ou recombinagao entre o centrébmero e 0
locus flr).

O resultado da avaliagcdo do extrato EBG na linhagem ST demonstra que a

genotoxicidade apresentada também n&o variou significativamente com o aumento
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das concentracdes (frequéncia de mutacdes / 10° células entre 4,10 e 5,74) e o
maior nimero de manchas simples grandes em todas as concentragdes sugere que
contenha moléculas genotoxicas nos periodos iniciais do desenvolvimento larval.

Comparando-se os resultados das amostras-teste e do controle positivo 8-
MOP na concentracdo de 0,4 mg/mL, pode-se concluir que a atividade genotdxica
do 8-MOP ¢é até trés vezes maior que as atividades de EDB e de EBG, que se
mostraram semelhantes, ou seja, 8-MOP > EDB = EBG. Se considerarmos o
contetdo de furanocumarinas no extrato EDB na concentracdo de 1,6 mg/mL, que
corresponde a 0,13 mg/mL por quantificacdo em CLAE-DAD, podemos comparar
suas caracteristicas genotoxicas (frequéncia de mutacdes / 10° células de 20,39 com
105 manchas simples pequenas, 33 manchas simples grandes e 51 manchas
gémeas nas 40 asas analisadas) com a da furanocumarina 8-MOP em concentracéo
semelhante: 0,10 mg/mL (frequéncia de mutacdes / 10° células de 10,86 com 26
manchas simples pequenas, 69 manchas simples grandes e 12 manchas gémeas
nas 40 asas analisadas). A partir dessa comparagdo, podemos sugerir que a
genotoxicidade do extrato EDB provém de efeito sinérgico das furanocumarinas com
outras moléculas presentes no extrato, da presenca de outras moléculas também
genotoxicos no extrato (aumento de 17 X do niumero de manchas simples pequenas
e 12 X de manchas gémeas), assim como efeito antagbnico de outros compostos
com as furanocumarinas (diminuicdo de 3 X do numero de manchas simples
grandes).

Essa mesma comparacdo pode ser realizada com o extrato EBG na
concentracdo de 1,6 mg/mL, que possui 0,06 mg/mL de furanocumarinas, o que
corresponde a cerca de metade da menor concentracdo de 8-MOP utilizada no
experimento (0,10 mg/mL). A comparacdo sugere um aumento significativo do
namero de manchas simples pequenas (4 X) que pode ser devido um efeito
sinérgico das furanocumarinas com outras moléculas presentes no extrato ou
presenca de outras moléculas genotoxicas no extrato que agem nos periodos finais
do desenvolvimento larval.

Cabe ressaltar que as furanocumarinas presentes nos extratos EDB
(psoraleno e 5-MOP) e EBG (psoraleno) e a furanocumarina 8-MOP sdo moléculas
semelhantes (diferem na presenca ou posicdo de uma metoxila no nucleo

furanocumarinico). Porém, h& necessidade de se realizar novos ensaios utilizando
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também as furanocumarinas psoraleno e 5-MOP para se confirmar as relacdes
sinérgicas e antagobnicas sugeridas acima.

O ensaio com UVA na linhagem de alta bioativacdo de D. melanogaster (HB)
demonstrou que os extratos EDB, EBG e o 8-MOP apresentaram genotoxicidade
dose-dependente (Tabela 8). O 8-MOP diminuiu a sua genotoxicidade na linhagem
de alta bioativac&o, principalmente nas menores concentracbes e permaneceu com
maior porcentagem de manchas simples grandes, o que infere que a furanocumarina
nao aumenta sua atividade genotdxica apos a biotransformacéo, continuando a agir
nos periodos mais iniciais do desenvolvimento larval.

O EDB na linhagem HB n&o apresentou diferengas significativas na
frequéncia de mutacbes em relacdo a linhagem ST. Observou-se, no entanto,
discreto aumento do numero de manchas simples pequenas na menor
concentracdo, sugerindo moléculas que se tornaram genotOxicas apos a
biotransformacédo, agindo nos periodos finais do desenvolvimento larval.

O EBG apresentou aumento (2 X) na frequéncia de mutacdes na linhagem HB
em relacdo a linhagem ST nas duas maiores concentracdes. Na analise dos tipos de
manchas, percebe-se que o aumento da genotoxicidade provém do maior nimero
de manchas gémeas em todas as concentracdes utilizadas (14 X; 17 X; 25 X nas
concentracdes de 0,4; 0,8 e 1,6 mg/mL) em relacéo a linhagem padréo. Esses dados
sugerem que o extrato possui grande quantidade de moléculas progenotéxicas
capazes de induzir mutacdo por recombinacdo (dupla recombinacdo génica ou
recombinacdo entre o centrdmero e o locus flr). Moléculas estas néo relacionadas as
furanocumarinas, comparando-se com as caracteristicas do 8-MOP que né&o
aumentou sua genotoxicidade com a biotransformacéao celular.

Segundo Teregun et al. (1999); Zarabska et al. (2000), o tratamento com
furanocumarinas fotoativadas pode levar tanto a replicacdo, sintese e reparo do
DNA, como a inibicdo da sintese de DNA ou morte da célula dependendo da dose
utilizada. Leveque et al. (2002) acreditam que a inibicdo da sintese de DNA pode
explicar o efeito benéfico do PUVA nas desordens proliferativas como psoriase.
Além disso, o reparo do DNA induzido por doses subletais de psoralenos (BETHEA
et al., 1999) pode proteger as células saudaveis da mutagenicidade.

De acordo com os resultados deste estudo, sugere-se que a morte celular
induzida pela alta genotoxicidade dos extratos EBG e EDB seja Util no tratamento da

psoriase, por ser um disturbio proliferativo, e no vitiligo, se considerarmos a possivel
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participacdo de defeitos intrinsecos e extrinsecos dos proprios melandcitos ou da
unidade epidermomelanica em sua etiologia.

A comparacao entre os controles negativos do ensaio sem UVA (Tabela 7 e
Figura 33) e com UVA (Tabela 8 e Figura 33) demonstrou que a UVA utilizada no

ensaio, de maneira isolada, ndo apresentou efeito genotoxico sobre as células do

disco imaginal das larvas.
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Figura 33 - Numero total de manchas mutantes observadas em asas de
descendentes heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padrdo (ST), apds os

tratamentos com 8-MOP, extratos de Dorstenia brasiliensis (EDB) e Brosimum
gaudichaudii (EBG) com irradiacdo UVA.

Para avaliar a sobrevivéncia dos individuos de D. melanogaster de ambas as

linhagens apds o tratamento com as amostras-teste, realizou-se a curva de

sobrevivéncia. Na avaliacdo da curva de sobrevivéncia pode-se perceber que,
devido a manipulacdo das larvas e das moscas adultas, mesmo sem o tratamento,
houve reducdo do numero de sobreviventes entre 20 a 30% no controle negativo.

Nao houve diferenca significativa entre o nimero de larvas do controle negativo
tratado e néo tratado com UVA (Figuras 34 a 36).
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Figura 34 — Curva de sobrevivéncia obtida em tratamento crbénico de 20
descendentes heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padrdo (ST) e do
cruzamento de alta bioativacdo (HB) de Drosophila melanogaster, apds o tratamento
com 8-MOP na presenca e auséncia de irradiacdo UVA.
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Figura 35 — Curva de sobrevivéncia obtida em tratamento crénico de 20
descendentes heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padréo (ST) e do
cruzamento de alta bioativacao (HB) de Drosophila melanogaster, apds o tratamento
com extrato de Dorstenia brasiliensis (EDB) na presenca e auséncia de irradiacao
UVA.
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Figura 36 — Curva de sobrevivéncia obtida em tratamento crénico de 20
descendentes heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padrdo (ST) e do
cruzamento de alta bioativacéo (HB) de Drosophila melanogaster, apds o tratamento
com extrato de Brosimum gaudichaudii (EBG) na presenca e auséncia de irradiacado
UVA.
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5.7 Sumario geral

a) A andlise farmacognéstica da raiz de Brosimum gaudichaudii e das partes
subterraneas de Dorstenia brasiliensis foi realizada.

b) Os perfis cromatogréaficos por CCD e por CLAE-DAD foram obtidos para os
percolados e extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis.

C) Os teores de furanocumarinas (psoraleno + 5-MOP) dos percolados e dos
extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis foram obtidos por método validado
em CLAE-DAD.

d) A furanocumarina dorstenina foi identificada no percolado e no extrato de D.
brasiliensis por CG-EM.

e) Os extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis, o psoraleno, o 5-
metoxipsoraleno e 0 controle positivo 8-metoxipsoraleno apresentaram forte
atividade antiproliferativa em células de melanoma murino B16-F10 na presenca de
UVA. Na auséncia de UVA, tanto os extratos como as substéncias puras foram
inativos.

f) Os extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis, o 5-metoxipsoraleno e o
controle positivo 8-metoxipsoraleno apresentaram forte atividade citotoxica em
células normais VERO na presenca de UVA. O extrato de B. gaudichaudii e o 5-
metoxipsoraleno estimularam em baixas concentracdes.

Q) Os resultados preliminares das dosagens de tirosinase e melanina indicam
gue houve ativacdo da melanogénese para os controles positivos e/ou extratos, na
presenca de UVA em células de melanoma murino.

h) Os extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis e o controle positivo 8-
metoxipsoraleno foram genotdxicos em individuos descendentes de cruzamento
padrao de Drosophila melanogaster na presenca de UVA. Apenas o extrato de D.
brasiliensis apresentou genotoxicidade dose-dependente. Na auséncia de UVA,
apenas o extrato de D. brasiliensis apresentou atividade genotoxica.

)] O extrato de B. gaudichaudii e o controle positivo apresentaram atividade
genotoxica principal no inicio do desenvolvimento dos individuos e o extrato de D.
brasiliensis nos periodos finais.

)] O extrato de D. brasiliensis apresentou aumento significativo da atividade

genotoxica em descendentes de cruzamento de alta bioativacdo de Drosophila
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melanogaster, principalmente na forma de manchas gémeas indicando presenca de
moléculas progenotoxicas que induzem mutacao por recombinagao génica.

K) A comparagdo das atividades dos extratos de B. gaudichaudii e de D.
brasiliensis fotoativados nos ensaios in vitro revelou que o extrato de B. gaudichaudii
apresenta menor atividade toxica em células normais e atividade antiproliferativa
semelhante a do extrato de D. brasiliensis em células neoplasicas.

)] A comparacdo dos extratos no ensaio in vivo SMART na presenca de UVA
revelou maior atividade genotoxica do extrato de D. brasiliensis em relacdo ao
extrato de B. gaudichaudii. Porém a presenca de substancias progenotoxicas no
extrato de B. gaudichaudii o torna praticamente tdo genotdxico quanto o outro

extrato apds a biotransformacéo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados das atividades dos extratos de B. gaudichaudii e de D.
brasiliensis obtidos neste estudo revelaram que ambos 0s extratos possuem
atividade melanogénica. Também que o extrato de B. gaudichaudii possui menor
citotoxicidade em células normais e menor genotoxicidade no modelo in vivo.
Apesar de conter moléculas progenotoxicas em sua composicdo, sabe-se que no
organismo humano a ativacdo destas moléculas é realizada principalmente em
enzimas microssomiais hepéticas apos a entrada destas na circulacdo sanguinea.
Portanto, o extrato de B. gaudichaudii parece ser o melhor candidato para
continuacdo do trabalho para desenvolvimento de uma formulagéo topica para o
tratamento topico do vitiligo na presenca de UVA. Salienta-se porém, a necessidade

do extrativismo sustentavel para evitar a erosédo da espécie.



105

7 REFERENCIAS

Abdel-Kader MS. New ester and furocoumarins from the roots of Pituranthos
tortuosus. J Braz Chem Soc. 2003; 14(1):1-7.

Abegaz BM, Ngadjui BT, Dongo E, Bezabih MT. Chemistry of the Genus Dorstenia.
Curr Org Chem. 2000; 4(10): 1079-1090.

Abegaz BM, Ngadjui BT, Dongo E, Ngameni B, Nindi MN, Bezabih M. Chalcones and
other constituents of Dorstenia prorepens and Dorstenia zenkeri. Phytochemistry.
2002; 59:877-883.

Abegaz BM, Ngadjui BT, Folefoc GN, Fotso S, Ambassa P, Bezabih M, Dongo E,
Rise F, Petersen D. Prenylated flavonoids, monoterpenoid furanocoumarins and
other constituents from the twigs of Dorstenia elliptica (Moraceae). Phytochemistry.
2004; 65: 221-226.

Aberdam E, Roméro C, Ortonne J. Repeated UVB irradiations do not have the same
potential to promote stimulation of melanogenesis in cultured normal human
melanocytes. J Cell Sci. 1993; 106(4):1015-1022.

Pacifico A, Leone G. Photo(chemo)therapy for vitiigo. Photodermatology,
Photoimmunology & Photomedicine. 2011, 27(5): 261-277.

Alias Y, Awang K, Hadi AHA, Thoison O, Sévenet T, Pais M. An Antimitotic and
Cyctotoxic Chalcone from Fissistigma lanuginosum. J Nat Prod. 1995; 58(8): 1160-
1166.



106

Alice CB, Siqueira NCS, Mentz LA, Silva GAAB, José KFD. Plantas medicinais de
uso popular: atlas farmacogndéstico. Canoas: ULBRA; 1995.

Almeida ER. Plantas medicinais brasileiras: conhecimentos populares e cientificos.

Sao Paulo: Hemus, 1993.

Alzugaray D, Alzugaray, C. Plantas que curam. Sdo Paulo: Companhia Lithographica
Ypiranga, 1983.

Amorim MEP, da Cunha LC, da SILVEIRA, N.A. Estudo da toxicidade aguda e
subaguda de Brosimum gaudichaudii Trécul (mamacadela) em ratos (Rattus

norvergicus) Revista Eletrénica de Farmacia. 2004; 1(1):52.

Balestrin L, Dias JFG, Miguel OJ, Dall’'Stella DSG, Miguel MD. Contribuicdo ao
estudo fitoquimico de Dorstenia multiformis Miquel (Moraceae) com abordagem em

atividade antioxidante. Revista Brasileira de Farmacognosia. 2008; 18(2): 230-235.

Balestrin, L. Estudo fitoquimico e avaliacdo das atividades alelopaticas,
antimicrobianas e antioxidante da Dorstenia multiformis Miquel, Moraceae.

[Dissertacgéo]. Curitiba: Universidade Federal do Paranéa, 2006.

Bellet JS, Prose NS. Vitiligo em criancas: uma revisao de classificacédo, hipoteses
sobre patogénese e tratamento. An Bras Dermatol. 2005; 80(6): 631-636.



107

Bethea D, Fullmer B, Syed S, Seltzer G, Tiano J, Rischko C. Psoralen photobiology
and photochemotherapy: 50 years of science and medicine. J Dermatol Sci. 1999;
19:78-88.

Branddo HN, David JP, Couto RD, Nascimento JAP, David, JM. Quimica e
farmacologia de quimioterapicos antineoplasicos derivados de plantas. Quim Nova.
2010; 33(6), 1359-1369.

Brasil. Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006. Aprova a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos e da outras providéncias. Diario Oficial da

Republica Federativa do Brasil, 2006.

Brasil. Ministério da Saude. Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude. Portaria N° 971 de 04 de
maio de 2006. Diario Oficial da Unido — Sec. 1, 04 maio 2006.

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do RDC N° 14
de 31 de mar¢o de 2010. Dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos.
2010a.

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Resolucdo RE N° 167
de 14 de janeiro de 2011. Dispbde sobre o indeferimento registro e renovacéo de

registro de medicamento. Diario Oficial da Unido — Sec. 1, 24 de janeiro de 2011.

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Instrucdo Normativa
N° 5, de 31 de marco de 2010, a qual traz a relagédo de referéncias bibliograficas que
podem ser utilizadas para avaliar seguranca e eficacia de medicamentos

fitoterapicos registrados através do Sistema da Pontuacao. 2010b.



108

Carauta JPP. Dorstenia L. (Moraceae) do Brasil e paises limitrofes [Dissertagéo]. Rio
de Janeiro: Universidade Federal do Rio de Janeiro, 1996b.

Carauta JPP. Moraceas do estado do Rio de Janeiro. Albertoa; 1996a; 4(13):196.

Cardoso CAL, Vilegas W, Honda NK. Quantitative determination of furocoumarins in
samples of “carapia” by capillary gas chromatography. Chromatographia. 1999; 50
(1/2): 11-14.

Casagrande C, Ronchietti F, Russo G. The structure of syriogenin. Tetrahedron.
1974; 30:3587-3559.

Celeghini RMS, Yariwake JH, Lancas FM. Otimizacdo das condi¢cdes de extracao
hidroalcodlica das furanocumarinas de Dorstenia brasiliensis Lam. por maceracao
com ultra-som e analise quantitativa por CLAE/UV e fluorescéncia. Rev Bras Pl Med.
2007; 9(2): 61-66.

Chang T. An Updated Review of Tyrosinase Inhibitors. Int J Mol Sci. 2009; 10(6):
2440-2475.

Chaudary SK, Ceska O, Warrington PJ, Ashwood-Smith MJ. Increased furocoumarin
content of celery during storage. J Agric Food Chem. 1985, 33: 1153-1157.

Chimichi S, Boccalini M, Cosimelli B, Viola G, Vedaldi D, Dall'’Acqua F. A convenient
synthesis of psoralens. Tetrahedron. 2002; 58:4859-4863.



109

Conceigcdo M. As plantas medicinais do ano 2000. Brasilia: Tao; 1980.

Cooper, GM. A célula — uma abordagem molecular. 2ed. Artmed, Porto Alegre, 2001.
p. 633-669.

Corash L, Lin L. Novel processes for inactivation of leukocytes to prevent transfusion

associated graft-versus-host disease. Bone Marrow Transplant. 2004; 33: 1-7.

Corréa MP. Dicionéario de Plantas Uteis do Brasil. Rio de Janeiro: Ministério da
Agricultura; 1931.

Costa JE, Lacaz E. Fotoprotetores. Med Cutan Ibero Lat Am. 2001; 29(3):145-152.

Cunha LC, Paula JR, Sa VA, Amorim MEP, Barros ICM, Brito LAB, Silveira N. Acute
toxicity of Brosimum gaudichaudii Trécul. root extract in mice: determination of both
approximate and median lethal doses. Rev Bras Farmacogn. 2008; 18(4):532-538.

Dall’Stella DSG. Estudo fitoquimico aplicado da fracdo soluvel do extrato etandlico
bruto da Dorstenia multiformis Miquel (MORACEAE) [Dissertagao]. Curitiba:

Universidade Federal do Parand, 2008.

Devlin TM. Manual de Bioquimica Quimica com Correla¢des Clinicas. S&o Paulo:
Editora Blicher, 2007.

Diawara MM, Trumble JT. Linear furanocoumarins. In: D’Mello J P F (Ed). Handbook
of plant and fungal toxicants. New York: CRC Press, 1997.



110

Dufall KG, Ngadjui B, Simeon K, Abegaz B, Croft, K. Antioxidant activity of prenylated
flavonoids from the West African medicinal plant Dorstenia mannii. J
Ethnopharmacol. 2003; 87: 67—72.

Faperj 2000. Quando os linfécitos passam para o time adversario. Rio de Janeiro,
ano I, n. 18, p.6-7, jun.jul 2001. Disponivel em:
http://www.faperj.br/interna.phtml?obj_id=301. Acesso em: 15 abril 2011.

Falabella R, Barona MI. Update on skin repigmentation therapies in vitiligo. Pigment
Cell Melanoma Res. 2008; 22: 42—65.

Ferrari F, Monache FD, Suarez Al, Arvelo F, Compagnone RS. New cytotoxic
isoflavone from the root bark of Brosimum utile. Nat Prod Res. 2005; 19(4): 331 —
335.

Ferreira LA, Leite JPV. Desenvolvimento de formulacdes fitoterapicas. In: Leite JPV
(org.) Fitoterapia: bases cientificas e tecnologicas. Sdo Paulo: Atheneu, 2009. p.
205-251.

Ferreira, PC. Toxicidade e atividade tripanocida do extrato bruto de Brosimum
gaudichaudii Trécul (Moraceae) (Mama-cadela) no pré-tratamento e tratamento de
camundongos infectados por Trypanosoma cruzi [Dissertacdo]. Uberlandia:
Universidade Federal de Uberlandia; 2008.

Filqueira AL, Franca E, Azulay DR, Azulay RD. Tratamento pelas Radiacdes. In:
Azulay RD, Azulay DR (Org.). Dermatologia. 4 ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2006. Cap. 46.


http://www.faperj.br/interna.phtml?obj_id=301

111

Fonseca A, Prista LN. Manual de Terapéutica Dermatologica e Cosmetologia. Roca,
2000.

Fouche G, Cragg GM, Pillay P, Koleniskova N, Maharaj VJ, Senabe J. In vitro
anticancer screening of South African plants. J Ethnopharmacol. 2008; 119: 455—
461.

Franke K, Porzel A, Masaoud M, Adam G, Schmidt J. Furanocoumarins from
Dorstenia gigas. Phytochemistry. 2001; 56:611-621.

Frei H, Wirgler FE. Statistical methods to decide whether mutagenicity test data from
Drosophila assays indicate a positive, negative, or inconclusive result. Mutat Res.
1998; 203: 308-397.

Freshney IR. Culture of animal cells. A manual of Basic Technique. 5° ed. New York:
Wiley-Liss, 2005.

Gon MCC, Rocha MM, Gon AS. Analise do conceito de estigma em criangas com
dermatoses crbnicas. Revista Brasileira de Terapia Comportamental e Cognitiva.
2005; 7(1): 15-20.

Graf U, Schaik NV. Improved high bioactivation cross for the wing mutation and

recombination test in Drosophila melanogaster. Mutat Res. 1992; 271: 59-67.

Graf U, Span6 MA, Guzméan Rincon J, Abraham SK and Andrade HH. The wing
somatic mutation and recombination test (SMART) in Drosophila melanogaster: An

efficient tool for the detection of genotoxic activity of pure compounds or complex



112

mixtures as well as for studies of antigenotoxicity. African Newsletter on Occupational
Health and Safety. 1996; 6(1):9-13.

Graf U, Wargler FE, Katz AJ, Frei H, Juon H, Hall CB, Kale PG. Somatic mutation
and recombination test in Drosophila melanogaster. Environ Mutagen. 1984; 6:153-
188.

Guan S, Su W, Wang N, Li P, Wang Y. A potent tirosinase activator from radix
Polygoni multiflori and its melanogenesis stimulatory effect in B16 melanoma cells.
Phytother Res. 2008; 22: 660-663.

Gurgel CBFM. A fitoterapia indigena no Brasil colonial. Conferéncia do Xl Encontro
Regional de Historia. 2004. Associacdo Nacional de Histéria. Rio de Janeiro.
Disponivel em URL http://www.rj.anpuh.org/conteudo/view?ID_CONTEUDO=305.
Acesso em 12 out 2011.

Gusman-Rincon J, Graf U. Drosophila melanogaster Somatic Mutation And
Recombination Test as a biomonitor. In: Butterworth FM et al. (eds.). Biomonitors
and biomarkers as indicators of environmental changes. New York: Plenum Press,
1995. p.169-181.

Henriksson E, Kjellén E, Wahlberg P, Wennerberg J, Kjellstrom JH. Differences in
estimates of cisplatin-induced cell kill in vitro between colorimetric and cell
count/colony assays. In Vitro Cell Dev Biol Anim. 2006; 42: 320-323.

Hideaki Matsuda H, Kawaguchi Y, Yamazaki M, Hirata N, Naruto S, Sanuma Y,

Kaihatsu T, Kubo M. Melanogenesis Stimulation in Murine B16 Melanoma Cells by


http://www.rj.anpuh.org/conteudo/view?ID_CONTEUDO=305

113

Piper nigrum Leaf Extract and Its Lignan Constituents. Biol Pharm Bull. 2004; 27(10):
1611-1616.

Houghton P, Fang R, Techatanawat |, Steventon G, Hylands PJ, Lee CC. The
sulphorhodamine (SRB) assay and other approaches to testing plant extracts and
derived compounds for activities related to reputed anticancer activity. Methods.
2007; 42 (4): 377-387.

Im SJ, Kim KN, Yun YG, Lee JC, Mun YJ, Kim JH et al. Effect of Radix Ginseng and
Radix Trichosanthis on the melanogenesis. Biol Pharm Bull. 2003; 26: 849-853.

Isoldi MC, Scarparo AC, ROBERT IVAN Schumacher RI, Castrucci AML. Psoralen
Activity and Binding Sites in Melanotic and Amelanotic Human Melanoma Cells.
Pigment Cell Res. 1999; 12: 367-375.

Itharat A, Houghton PJ, Eno-Amooquaye E, Burke PJ, Sampson JH, Raman A. In
vitro cytotoxic activity of thai medicinal plants used traditionally to treat cancer. J
Ethnopharmacol. 2004; 90: 33-38.

Keane TE, Petros JA, Velimirovich B, Yue KT, Graham SD Jr. Methoxypsoralen
phototherapy of transitional cell carcinoma. Urology. 1994; 44(6): 842-846.

Keepers YP, Pizao EP, Peters G J, van Ark-Otte J, Winograd B, Pinedo, HM.
Comparison of the sulphorhodamine B protein and tetrazolium (MTT) assays for in
vitro chemosensitivity testing. Eur J Cancer. 1991, 27(12): 1717.



114

Kim YJ, Uyama, H. Tyrosinase inhibitors from natural and synthetic sources:
estructure, inhibition mechanism and perspective for the future. Cell Mol Life Sci.
2005; 62(15): 1707-1723.

Kuster RM, Bernardo RR, Da Silva AJR, Parente JP, Mors WB. Furocoumarins from
the rhizomes of Dorstenia brasiliensis. Phytochemistry. 1994; 36(1): 221-223.

Lapronti I, Bianchi N, Borgatti M, Fibach E, Prus E, Gambari R. Accumulation of y-
globin mMRNA in human erytroid cells treated with angelicin. Eur J Haematol. 2003;
71:189-195.

Laskin JD, Lee E, Yurkow EJ, Laskin DL, Gallo MA. A possible mechanism of
psoralen phototoxicity not involving direct interaction with DNA. Proc Natl Acad Sci.
1985; 82: 6158-6162.

Laskin JK, Lee E. Psoralen binding and inhibition of epidermal growth factor binding
by psoralen/ ultraviolet light (PUVA) in human epithelial cells. Biochemical
Pharmacology. 1991; 41(1): 125-132.

Lee J, Jung E, Lee J, Huh S, Boo YC, Hyun CG, Kim YS, Park, D. Mechanisms of
melanogenesis inhibition by 2,5-dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanone. Br J Dermatol.
2007; 157(2): 242-248.

Leite VC, Santos RF, Chen LC, Guillo LA. Psoralen derivatives and longwave
ultraviolet irradiation are active in vitro against human melanoma cell line. J
Photochem Photobiol B. 2004; 76: 49-53.



115

Leveque N, Muret P, Mary S, Bérard M, Makki S, Pierre Kantelip J, Humbert P.
Validation of a microdialysis-gas chromatographic-mass spectrometric method to
asses 8-methoxypsoralen in psoriatic patient dermis. J Chromatogr B. 2002;
780:119-127.

Lopes D, Oliveira RR, Kaplan MA, Lage CS, Leitdo AC. Photosensitization and
mutation induced in Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae strains by
dorstenin, a psoralen analog isolated from Dorstenia bahiensis. Planta med. 2001;
67: 820-824.

Lorenzi H. Arvores brasileiras: manual de identificacdo e cultivo de plantas arbéreas
nativas do Brasil. Nova Odessa: Plantarum, 1992.

Mar W, Je KH, Seo EK. Cytotoxic constituents of Psoralea corylifolia. Arch Pharm
Res. 2001; 24(3): 211-213.

Martins MV. Brosimum gaudichaudii Tréc. a brazilian medicinal plant. Newsletter-G-
15 Gene Bank for medicinal plants. 1995; 7-8: 9.

Marwan MM, Jiang J, Castrucci AML, Hadley Me. Psoralens Stimulate Mouse
Melanocyte and Melanoma Tyrosinase Activity in the Absence of Ultraviolet Light.
Pigment Cell Res. 1990; 3(4): 214-221.

Mengeaud V, Ortonne J-P. PUVA (5-methoxypsoralen plus UVA) enhances
melanogenesis and modulates expression of melanogenic proteins in cultured
melanocytes. J Invest Dermatol. 1996; 107(1): 57-62.



116

Milioni K, Bloom E, Maibach HI. Nuclear Receptor for Psoralen in Cultured Human
Skin Fibroblasts. In: Toxicology of Skin, Maibach HI. Philadelphia: Taylor and
Francis, 2001. p. 501-529.

Miot LDB, Miot HA, Silva MG, Marques MEA. Fisiopatologia do melasma. An Bras
Dermatol. 2009; 84(6): 623-635.

Monks, A. Scudiero D, Skehan P, Shoemaker R, Paull K, Vistica D, Curtis H, Langley
J, Cronise P, Vaigro-Wolf A, Gray-Goodrich M, Campbell H, Mayo J, Boyd M.
Feasibility of a high-flux anticancer drug screen using a diverse panel of cultured
human tumor cell lines. J Natl Cancer Inst. 1991; 83(11): 757-766.

Montagner C. Atividades antifungica, citotdéxica (células tumorais humanas) e
hemolitica de cumarinas naturais e semi-sintéticas [Dissertacdo]. Floriandpolis:

Universidade Federal de Santa Catarina; 2007.

Monteiro VFF, Mathias L, Vieira IJC, Schripsema J, Braz-Filho R. Prenylated
coumarins, chalcone and new cinnamic acid and dihydrocinnamic acid derivates from
Brosimum gaudichaudii. J Braz Chem Soc. 2002; 13(2): 281-287.

Muller MC, Ramos DG. Psicodermatologia: uma interface entre Psicologia e
Dermatologia. Psicologia Ciéncia e Profissdo. 2004; 24(3): 76-81.

Murray RDH. Coumarins. Nat Prod Rep. 1995; 6: 477-505.

Nagdjui BT, Abegaz BM, Dongo E, Tamboue H, Fogue K. Geranylated and
prenylated flavonoids from the twigs of Dorstenia manni. Phytochemistry. 1998a;
48(2): 349-354.



117

Nagdjui BT, Dongo E, Happi EN, Bezabih M, Abegaz BM. Prenylated flavones and
phenylpropanoid derivates from roots Dorstenia psilurus. Phytochemistry. 1998b;
48(4): 733-737.

Nagdjui BT, Tabopda TK, Dongo E, Kapche GWF, Sandor P, Abegaz BM. Dorsilurins
C, D and E, three prenylated flavonoids from the roots of Dorstenia psilurus.
Phytochemistry. 1999; 52: 731-735.

Nassar MI, Aboutabl EA, Makled YA, EI-Khrisy EA, Osman AF. Secondary
metabolites and pharmacology of Foeniculum vulgare MILL. Subsp. Piperitum. Rev
Latinoamer Quim. 2010; 38(2): 103-112.

Newman DJ, Cragg GM, Snader K M. Natural Products as Sources of New Drugs
over the Period 1981-2002. J Nat Prod. 2003; 66(7): 1022-1037.

Nijsten TEC, Stern, RS. The increased risk of Skin Cancer Is Persistent After
Discontinuation of Psoralen+Ultraviolet A: A Cohort Study. J Invest Dermatol. 2003,
121(2): 252-258.

Oliveira LCP, Mause R, Nunomura SM. Quantitative HPLC analysis of some marker
compounds of hydroalcoholic extracts of Piper aduncum L. J Braz Chem Soc. 2005;
16(6B): 1439-1442.

Pathak MA, Fitzpatrick TB. The evolution of photochemotherapy with psoralens and
UVA (PUVA): 2000 BC to 1992 AD. J Photochem Photobiol B. 1992; 14:3-22.



118

Piao XL, Baek, SH, Park MK, Park JH. Tyrosinase-inhibitory furanocoumarin from
Angelica dahurica. Biol Pharm Bull. 2004; 27:1144-1146.

Pifiero J.; Lopez Baena M.; Ortiz T.; Cortés, F. Sister chromatid Exchange induced
by DNA topoisomerases poisons in late replicating heterochromatin: influence of
inhibition of replication and transcription. Mutat. Res. 1996; 354: 195-201.

Pires A.E. Desenvolvimento e validagcdo de metodologias para determinagdo de
furanocumarinas em medicamentos fitoterapicos. [Dissertacdo]. Campo Grande:
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul; 2004.

Pires AE, Honda NK, Cardoso CAL. A method for fast determination of psoralens in
oral solutions of phytomedicines using liquid chromatography. J Pharm Biomed Anal.
2004; 36(2): 415 — 420.

Pozetti GL. Estudo quimico de Dorstenia bryoniifolia MART EX MIQ. (MORACEAE).
Ecl Quim. 1988; 13: 41-51.

Preston RJ, Sebastian JRS, McFee AF. The in vitro human lymphocyte assay for
assessing the clastogenicity of chemical agents. Mutat Res. 1987; 189 (2): 175-183.

Ramirez-Mares MV, Chandra S, de Mejia EG. In vitro chemopreventive activity of
Camellia sinensis, llex paraguaiensis and Ardisia compressa tea extracts and
selected polyphenols. Mutat Res. 2004; 554: 53-65.

Rang HP, Ritter JM, Dale MM. In: Farmacologia. Rio de Janeiro: Elsevier; 2004.



119

Ribas G.; Xamena N.; Creus A; Marcos R. Sister-chromatid exchange (SCE)
induction by inhibitors of DNA topoisomerases in cultured human lymphocytes. Mutat
Res. 1996; 368: 205-211.

Rocha LM, 2009. Controle de qualidade de drogas vegetais e fitotergpicos. In: Leite
JPV (org.) Fitoterapia: bases cientificas e tecnoldgicas. Sdo Paulo: Atheneu, p. 253-
276.

Rocha LM, Moreira LMA. Diagndstico laboratorial do albinismo oculocutaneo. J Bras
Patol Med Lab. 2007; 43(1): 25-30.

Rosa EC, Natali MRM. Vitiligo: um problema que ndo pode passar em branco.
SaudPesq. 2009; 2(1): 119-126.

Rosa FC. Avaliagdo da atividade melanogénica in vitro e in vivo de extratos de
Brosimum gaudichaudii e Dorstenia sp em melanomas de ratos e pele de cobaias.

[Dissertacédo]. Ribeirdo Preto: Universidade de Ribeirdo Preto; 2005.

Rosa RM, Moura DJ, Romano E Silva AC, Saffi J, Pégas Henriques JA. Antioxidant
activity of diphenyl diselenide prevents the genotoxicity of several mutagens in
Chinese hamster V79 cells. Mutat Res. 2007; 631(1):44-54.

Said A, Makki S, Muret P, Humbert P, Millet J. Psoralens percutaneous permeation
across the human whole skin and the epidermis in respect to their polarity (in vitro
study). J Dermatol Sci. 1997; 14: 136-144.



120

Santana L, Uriarte E, Roleira F, Milhazes N, Borges F. Furocoumarins in Medicinal
Chemistry. Synthesis, Natural Occurrence and Biological Activity. Current Medicinal
Chemistry. 2004; 11: 3239-3261.

Schenkel EP, Gosman G, Petrovick PR. Produtos de origem vegetal e o
desenvolvimento de medicamentos. In: Simées CMO et al. Farmacognosia: da
planta ao medicamento. Porto Alegre: UFSC, 1999. p.291.

Schmitt IM, Chimenti S, Gasparro FP. Psoralen-protein photochemistry — a forgotten
field. J Photochem Photobiol B. 1995; 27(2): 101-107.

Sepel LMN, Loreto ELS. 2010: Um século de Drosophila na genética. Genética na
Escola. 2010; 5(2): 42-47.

Seplantec. Inventario de plantas medicinais do estado da Bahia. Salvador:

Subsecretaria de Ciéncia e Tecnologia, 1979.

Silva, WS. Sistematica filogenética dos géneros neotropicais da tribo Dorstenieae
Dumort. Brosimum Sw, Helianthostylis Baillon e Trymatococcus Poepp. & Endl.
(MORACEAE). [Dissertacao]. Manaus: Universidade Federal do Amazonas, 2008.

Skehan P, Storeng R, Scudiero D, Monks A, Mcmahon J, Vistica D, Warren JT,
Bokesch H, Kenney S, Boyd MR. New Colorimetric Cytotoxicity Assay For
Anticancer-Drug Screening. J Natl Cancer Inst. 1990; 82: 1107-1112.

Steiner D, Villas RT. Vitiligo. An Bras Dermatol. 2004; 79(3): 335-351.



121

Suffness SM, Pezzuto JM. Assays for cytotoxicity and antitumor activity. Chapter4.
In: Methods of Plant Biochemistry, Vol. 9. (K. Hostettmann ed.). Academic Press,
London, 1991. p.71-133.

Teregun M, Ozturk S, Selman-Pakoglu N. An unusual cause of burn injury:
unsupervised use of drugs that contain psoralens. J Burn Care Rehabil. 1999; 20: 2-
5.

Terreaux C, Maillard M, Stoeckli-Evans, Gupta MP, Downum KR, Quirke JME
Hostettmann K. Structure revision of a furanocoumarin from Dorstenia contrajerva.
Phytochemistry. 1995; 39(3): 645-647.

Truite CVR, Philippsen GS, Ueda-Nakamura T, Natali MR, Dias Filho BP, Bento AC,
Baesso ML, Nakamura CV. Percutaneous penetration, melanin activation and toxicity
evaluation of a phytotherapic formulation for vitiligo therapeutic. Photochem
Photobiol. 2007; 83:1529-1536.

Uchiyama T, Hara S, Makino M, Fujimoto Y. seco-Adianane-type triterpenoides from
Dorstenia brasiliensis (Moraceae). Phytochemistry. 2002; 60: 761-764.

Vagner H. Pesquisa fitomédica no novo milénio: tendéncias e mudancas. In: Yunes
RA, Cechinel Filho V (orgs.) 2. ed. Quimica de produtos naturais, novos farmacos e

a moderna farmacognosia. Itajai: Univali, 2009. p. 35-49.

Varanda EA, Pozetti GL, Lourenco MV, Vilegas W, Raddi MSG. Genotoxicity of
Brosimum gaudichaudii measured by the Salmonella/microsome assay and
chromosomal aberrations in CHO cells. J Ethnopharmacol. 2002; 81: 257-264.



122

Varanda EA. Atividade mutagénica de plantas medicinais. Rev Ciénc Farm Basica
Apl. 2006; 27(1): 1-7.

Vichai V, Kirtikara K. Sulforhodamine B colorimetric assay for citotoxicity screening.
Nat Protoc. 2006; 1(3): 1112-1116.

Vilegas JHY, Lancas FM, Vilegas W, Pozetti GL. Further triterpenes, steroids and
furocoumarins from Brazilian medicinal plants of Dorstenia genus (Moraceae). J Braz
Chem Soc. 1997; 8: 529-535.

Vilegas JHY. Técnicas modernas de extracdo e de analise cromatogréafica aplicadas
ao controle de qualidade de plantas medicinais brasileiras. [Tese de Livre Docéncial.

Sao Carlos: Universidade de Sao Paulo; 2001.

Vilegas W, Cardoso CAL, Quevedo AEP. Controle quimico de qualidade de
fitoterapicos e plantas medicinais. In: Yunes RA, Cechinel Filho V (orgs.) 2. ed.
Quimica de produtos naturais, novos farmacos e a moderna farmacognosia. Itajai:
Univali, 2009.p.165-166.

Vilegas W, Pozetti GL, Vilegas JHY. Coumarins from Brosimum gaudichaudii. J Nat
Prod. 1993; 56(3): 416-417.

Viu AFM, da Costa EA, Viu MAO, Silva JF, Campos LZO. Avaliacdo do efeito de
diferentes substratos sobre a germinacdo e o crescimento de plantulas de Brosimum
gaudichaudii Trec.(mama-cadela). Revista Brasileira de Biociéncias. 2007; 5 (2):
960-962.



123

Vogel W, Graf U, Frei H, Nivard MMJ. The results of assays in Drosophila as
indicators of exposure to carcinogens. In: The Use of Short- and medium — Term
Tests for Carcinogens and Data on Genetic Effects in Carcinogenic Hazard
Evaluation (McGregor, D.B., Rice, J.M., Venitt, S., eds.). IARC Sci. Publi., 146, 1999.
p.427-470.

Wang Y, Hong C, Zhou C, Xu D, Qu H, Cheng Y. Screening antitumor compounds
psoralen and isopsoralen from Psoralea corylifolia L. seeds. Evid Based Complement
Alternat Med. 2009; 8: 1-7.

Woldu Y, Abegaz B, Botta B, Monache GD, Monache FD. Styrenes from Dorstenia
barnimiana. Phytochemistry. 1988; 27(4): 1227-1228.

Wu JZ, Situ ZQ, Wang W, Chen JY, Liu B. Antitumor activity of psoralen on
mucoepidermoid carcinoma cell line MEC-1. Chin Med J. 1992; 105(11): 913-7.

Wu S, Zhang Z, Zhao J. An experimental study on antitumor activity of psoralen on
mammary cancer cell line EMT6 in vitro and in vivo. Zhongguo Zhong Yao Za Zhi.
1998; 23(5): 303-305.

Yunes RA, Pedrosa RC, Filho VC. Farmacos e fitoterapicos: a necessidade do
desenvolvimento da industria de fitoterapicos e fitofarmacos no Brasil. Quim Nova.
2001; 24(1): 147-152.

Zarabska Z, Waszkowska E, Caffieri S, Dall'Acqua F. PUVA (psoralen+UVA)
photochemotherapy: processes triggered in the cells. Il Farmaco. 2000; 55: 515-520.



