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Resumo

A utilizagao de plantas com fins terapéuticos ¢ uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade. Produtos naturais, incluindo derivados de plantas, t€m
contribuido grandemente para o desenvolvimento de modernos farmacos. O Brasil possui
uma grande tradicdo no uso de plantas com fins terapéuticos, com pouca ou nenhuma
comprovagao de suas propriedades farmacologicas. O principal objetivo dos estudos aqui
apresentados foi o de aumentar o conhecimento cientifico sobre a agao de espécies vegetais
de nossa flora utilizadas com finalidade terapéutica. Essas informagdes pretendem
contribuir, ndo somente para o descobrimento de novos ligantes para receptores nucleares,
como também para o descobrimento de novos farmacos que tenham sua acao modulada
pelos receptores de estrogénio e de glicocorticdide. As espécies aqui estudadas, Morus
nigra, Pouteria torta, Plectranthus ornatus e Ipomoea cairica tém uso comum na medicina
popular do Brasil e suas acdes ainda nao sdo adequadamente conhecidas em receptores
nucleares. Utilizando-se ensaio de gene repoérter e transfeccao em cultura de células U937,
foram pesquisadas as acoes de extratos e de substancias isoladas das espécies ja citadas nos
receptores de estrogénios (ERa ¢ ERP) e de glicocorticoide (GR). Nas condigdes
experimentais o extrato etanolico de Morus nigra apresentou toxicidade para as células
U937, os extratos aquoso € o hexanico ndo apresentaram agdo agonista ou antagonista em
ERa ¢ ERP. O extrato hexanico de Pouteria torta apresentou atividade antagonista (nao
competitiva) em ERB e nenhuma atividade em ERa. O extrato etanolico de Ipomoea
cairica apresentou efeito antagonista em ERa e nenhuma agdo sobre o ERP. Com relagao
aos fitoconstituintes de Ipomoea cairica, o glicosideo de arctigenina, o glicosideo de
traquelogenina, o acido 4,5-di-O-cafeoilquinico e o acido 3,5-di-O-cafeoilquinico ativaram
a transcri¢ao do ERa. Essa ativacao foi menor do que a ativagao promovida pelo estradiol.
O glicosideo de traquelogenina e o acido 4,5-di-O-cafeoilquinico, na presenga de estradiol,
intensificaram a atividade transcricional do ERP. O extrato hexanico de Plectranthus
ornatus aumentou a atividade transcricional do GR com intensidade igual a da
dexametasona. Quando adicionados conjuntamente, o extrato hexanico de P. ornatus e
dexametasona, a atividade transcricional do GR foi intensificada. Os diterpenos acido
1 1R*-acetoxicolavénico, 1a,6/4,7 ftriacetoxi-8,13R*-epoxi-14-labden-11-ona e 1a,64,75-
triacetoxi-9-hidroxi-8,13R*-epoxi-14-labden-11-ona, isolados do extrato hexanico de P.

ornatus, nao tiveram qualquer agdo sobre o receptor do GR.



Abstract

The use of plants for treatment and prevention of diseases is one the oldest
medicinal practices. However, for several of these plants, few or none scientific evidence
of their pharmacological properties are known. Natural products, including plant
derivatives, have contributed to the development of new drugs. The aim of this study is
evaluate four species widely used in Brazilian folk medicine, Morus nigra, Pouteria
torta, Plectranthus ornatus, and Ipomoea cairica, in relation to their activities on
estrogen (ERa and ERP) and glucocorticoid (GR) receptors. In the experimental
conditions the ethanol extract of Morus nigra showed to be toxic for the U937 cells, the
aqueous and hexane extracts did not present either an agonist or an antagonist action on
ERo and ERP. The hexane extract of Pouteria torta presented non-competitive
antagonist activity on ERP and no action on ERa. Ipomoea cairica hexane extract
showed an antagonist effect on ERa and no action on ERB. The compounds isolated
from Ipomoea cairica, arctigenin glucoside, trachelogenin glucoside, 3,5-di-O-
caffeoylquinic acid and 4,5-di-O-caffeoylquinic acid activated the transcription of ERa..
This activation was lower than the activation obtained with estradiol. The trachelogenin
glucoside and the 4,5-di-O-caffeoylquinic acid, in presence of estradiol, enhanced the
ERp transcriptional activity. The hexane extract of Plectranthus ornatus increased the
GR transcriptional activity as well as dexametasone. When were togheter, the hexane
extract of Plectranthus ornatus and dexametasone, the GR transcriptional activity was
enhanced. Diterpenes 11R*-acetoxykolavenic acid, 1a,64,7 f-triacetoxy-8,13R*-epoxy-
14-labden-11-one, 1a,6 4,7 f-triacetoxy-9-hydroxy-8,13R*-epoxy-14-labden-11-one,
isolated from the hexane extract of P. ornatus did not showed effects on the GR

receptor.
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1. INTRODUCAO

1.1. SINALIZACAO CELULAR

A comunicagdo entre as células ¢ fundamental na regulacdo de processos
metabolicos, nos controles de crescimento, de diferenciacdo celular e na integragdo
fisiologica dos organismos vivos. Essa intercomunicacdo ¢ realizada por intermédio de
moléculas denominadas sinalizadoras ou ligantes, as quais sao representadas por proteinas,
pequenos peptideos, aminoacidos, nucleotideos, esteroides, retindides e gases - como 6xido
nitrico e mondxido de carbono (Alberts, Bray et al. 1994).

Independentemente da natureza do sinal, as células-alvo respondem por intermédio
de proteinas especificas denominadas receptores. Esses sdo estruturas moleculares
altamente especializadas que tém no organismo afinidade para interagir com substancias
endogenas com funcdo fisioldgica. Os receptores podem também reagir com substancias
exdgenas que tenham caracteristicas quimicas e estruturais comparaveis as substancias que
ocorrem naturalmente no organismo. A ligacdo entre as moléculas sinalizadoras e seus
receptores especificos desencadeia varios processos metabdlicos de respostas especificas
dentro da célula-alvo.

Os receptores se dividem em dois grupos de acordo com sua localiza¢do na célula.
O primeiro grupo de receptores ¢ constituido por proteinas do tipo transmembrana que se
localizam na superficie das células-alvo. Esses receptores sdo ativados por ligacdo de uma
molécula sinalizadora especifica e essa ligacdo desencadeia, por sua vez, a geragdo de uma
cascata de sinais intracelulares que alteram o comportamento da célula. O segundo grupo
esta localizado no interior das células-alvo e requer a entrada da molécula sinalizadora - no
citosol ou no nticleo - para serem ativados. Os receptores que recebem o sinal no interior da
célula possuem suas agdes desencadeadas apds a ligagdo do complexo receptor-ligante
interagir com seqiiéncias especificas no interior do nucleo. Assim, sdo eles chamados
receptores nucleares (RN).

Os receptores nucleares sdo proteinas que agem por meio da regulagdo da
transcricdo de genes-alvo mediando, desta forma, os efeitos dos hormdnios nas células.
Esses receptores atuam como fatores de transcricdo com as seguintes caracteristicas:
respondem a uma grande variedade de reguladores hormonais ou sinais metabolicos de

maneira direta, ou seja, por meio da associagdo fisica com os mesmos; integram varias vias

18



de sinalizacdo podendo ser, eles proprios, alvos de modificagdo pds traducional; e regulam
a atividade de outras cascatas de sinaliza¢do (normalmente referidas como transducio de

sinal cruzada).

1.2. RECEPTORES NUCLEARES

A superfamilia dos receptores nucleares compreende 49 genes que codificam 75
proteinas diferentes (Robinson-Rechavi, Carpentier et al. 2001). Esses receptores possuem
a funcdo de regular a transcricdo de genes no interior do nuicleo celular, dai o seu nome. A
sua identificagdo em todo reino animal, desde os nematoides até o Homem, sugere uma
origem comum desses receptores ¢ demonstra que sua evolugdo precedeu a diferenciagdo
entre vertebrados e invertebrados (Hodgkin 1999). Em geral, eles possuem alta conservagao
molecular entre espécies de vertebrados (Krasowski, Yasuda et al. 2005).

Tem sido proposto que os receptores nucleares evoluiram a partir de um receptor
orfao ancestral tendo adquirido, com o tempo, a capacidade de ligagdo (Escriva, Safi et al.
1997).

Receptores nucleares estdo amplamente envolvidos no controle de diversos
processos fisiologicos e representam alvos terapéuticos para um grande numero de doengas
humanas incluindo cancer, doengas do coragdo ¢ distirbios enddcrinos e metabodlicos
(Chawla, Repa et al. 2001; Kliewer, Xu et al. 2001; McDonnell, Wijayaratne et al. 2002).

A superfamilia dos receptores nucleares inclui os receptores para esterdides,
vitamina D, retindides, hormonios tireoideanos e prostaglandinas, além de um grande
numero de receptores cujos ligantes naturais ainda nao foram identificados, denominados
“receptores Orfaos” (Kliewer, Lehmann et al. 1999; Gronemeyer, Gustafsson et al. 2004).

Os receptores nucleares humanos estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Os receptores nucleares humanos, suas isoformas e quando conhecidos, seus

ligantes.
Nome Abreviatura Ligante
Receptor dos  hormoénios TRa Hormonios tireoideanos
tireoideanos

TR Hormonios tireoideanos
Receptor do 4cido retindico RAR« Acido retindico

RARSP Acido retinoico

RARYy Acido retinoico
Receptor dos proliferadores PPARa Acidos graxos, Leucotrieno B4
peroxissomais

PPARP Acidos graxos

PPARy Acidos graxos, Prostaglandina J2
Reverse erbA Rev-erba Orfao

Rev-erbf Orfao
Receptor de acido retindico RARa Colesterol

RARS Acido retinoico

RARYy Acido retinoico
Receptor hepatico X LXRa Oxiesterois

LXRp Oxiesterois
Receptor da vitamina D VDR 1,25-diidroxi  vitamina D;, acido

litocdlico

Receptores dos pregnanos PXR Xenobioticos
Receptor  constitutivo de CAR Xenobioticos, fenobarbital
androstano
Fator nuclear humano 4 HF4a Orfao

HF4y Orfio
Receptor do acido retindico RXRa Acido retindico

RXR} Acido retinoico

RXRy Acido retindico
Receptor de estrogénio ERa 17B-estradiol, tamoxifemo, raloxifeno

ERp 17B-estradiol, varios compostos sintéticos
Receptor do glicocorticoide GR Cortisol, dexametasona, RU485
Receptor mineralocorticoide =~ MR Aldosterona, espirolactona
Receptor da progesterona PR Progesterona, acetato de

medroxiprogesterona, RU485

Receptor de androgénio AR Testosterona, flutamida
Fator esteroidogénico 1 SF1 Orfao
Receptor testicular TR2 Orfao

TR4 Orfao

Fonte: Hinrich Gronemeyer et al (2004) www.nature.com/reviews/drugdisc
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1.3. ESTRUTURA GERAL DOS RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares possuem estrutura modular com dominios funcionais
distintos. Os trés principais dominios sdo: amino-terminal (NH,-t), de ligagdo ao DNA
(DBD) e de ligacao ao ligante (LBD). Existe também uma pequena regido que conecta o
DBD ao LBD, conhecida como dobradica (hinge), sendo ela extremamente variavel entre
os diferentes receptores (Ribeiro, Apriletti et al. 1998). Cada modulo desempenha uma
funcdo especifica, sendo que eles podem também interagir entre si para executar uma

determinada a¢ao bioldgica do receptor (Figura 1).

L Ligagio do horménio, dimerizagio
Ligagdo ao DNA e ativagdo da trangcrigdo
e dimerizagio dependente de ligante

Ativagio da transcrigio Rotagio do DBD em relagio

independente do ligante a0 LED

Figura 1. Estrutura primaria representando os dominios funcionais dos receptores nucleares:
dominio amino-terminal (NH2-t), dominio de ligagdo ao DNA (DBD), dobradi¢a (Hinge), dominio
de ligacdo ao ligante (LBD) e suas respectivas fungdes.

O dominio amino-terminal ¢ extremamente varidvel entre os membros da
superfamilia dos receptores nucleares, tanto no tamanho quanto na seqiiéncia de
aminodacidos, e exibe uma fun¢do de ativacdo transcricional independente do ligante,
denominada fung¢do de ativagdo 1 (AF-1) (Ribeiro, Apriletti et al. 1998; Warnmark, Treuter
et al. 2003).

O DBD possui alta identidade seqiiencial entre os receptores nucleares e tem como
funcdo principal a ligagdo ao DNA. Esse dominio estd situado na por¢do central dos
receptores e ¢ organizado por dois segmentos estruturais conhecidos como dedos de zinco.
Nesses segmentos, quatro residuos de cisteinas de cada dedo formam complexos
coordenados por ions de zinco, compondo duas estruturas independentes em forma de alca
(Mangelsdorf and Evans 1995). Os dois dedos de zinco sdo separados por uma seqiiéncia de
15 a 17 aminoacidos. Trés aminoacidos da base do primeiro dedo de zinco representam a
regido chamada P-box, os quais sdo responsaveis pelo reconhecimento do elemento

responsivo especifico para cada receptor (Umesono and Evans 1989). Por outro lado, uma
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seqiiéncia de cinco aminoacidos, denominada D-box e localizada entre a primeira e a

segunda cisteina na base do segundo dedo, constitui uma regido importante para a

dimerizagdo do receptor (Umesono and Evans 1989; Ribeiro, Apriletti et al. 1998). Os

termos P-box e D-box estdo relacionados com a posigdo proximal e distal dessas regioes,

respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Segmento representativo dos dedos de zinco e das regides P-Box ¢ D-Box. A) A regiao P-
Box ¢ responsavel pelo reconhecimento do elemento responsivo especifico para cada receptor,
enquanto a regido D-Box é uma regido importante para a dimerizagdo do receptor. B) Variagdes dos
aminoacidos da regido P-Box nos diferentes receptores nucleares.

O LBD ¢ menos conservado do que o DBD, refletindo a variedade de ligantes
atuantes nesses receptores. Localizado na regido carboxi-terminal, o dominio LBD possui
varias fung¢des como: a homo e heterodimerizag¢do do receptor, localizagdo nuclear,
dissociacdo das proteinas de choque térmico (HSPs) e interacdo com proteinas co-
repressoras e co-ativadoras (Glass and Rosenfeld 2000; McKenna and O'Malley 2002) .
Além dessas fungdes, o LBD contém uma superficie formada pela ligacdo do hormdnio ao
receptor que ¢ fundamental para a ativagao transcricional. Apds a ligacdo do hormonio, essa
regido, denominada fung¢do de ativagdo 2 (AF-2), passa a interagir com os co-ativadores, 0s
quais permitirdo a formacdo do complexo protéico envolvido na ativagcdo da transcri¢do
(Wu, Xu et al. 2001).

A regido conhecida como dobradica é responsavel pela localizagdo nuclear do
receptor. Essa regido localiza-se entre os dominios do DBD e do LBD e ¢ pouco conservada

entre os diferentes receptores nucleares (Yen 2001).

1.4. MECANISMO DE ACAO DOS RECEPTORES NUCLEARES

A ligacdo de uma substancia agonista induz uma mudanga conformacional no LBD,
caracterizada por uma profunda alteracdo da posicdo da hélice 12 localizada na regido C-
terminal. Essa mudanca permite a interacdo do LBD com proteinas co-ativadoras (CoA),
que, subsequentemente, ativam a transcri¢ao de genes-alvo. Em contraste, a ligacao de uma
substancia antagonista ndo permite que a hélice 12 se reoriente. Substancias antagonistas
recrutam proteinas co-repressoras (CoR) para o LBD, e eventualmente suprimem a
expressao do gene-alvo (McKenna, Lanz et al. 1999; Bourguet, Germain et al. 2000;
Aranda and Pascual 2001).

H4, no entanto, considerada variacdo no recrutamento desses co-reguladores no
estado sem ligantes: alguns RN atraem proteinas CoA, enquanto receptores do &acido
retindico, da vitamina D, e dos hormoénios tireoideanos atraem proteinas CoR (McKenna,

Lanz et al. 1999; Aranda and Pascual 2001).
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Os membros da superfamilia dos receptores nucleares sdo fatores transcricionais que
controlam vias essenciais do desenvolvimento e da fisiologia (Mangelsdorf, Thummel et al.
1995). Possuem eles, como visto, uma estrutura modular e a sua ligagdo ao DNA se faz
como mondmeros ou dimeros através do modulo ligante ao DNA, o qual se liga a
seqiiéncias nucleotidicas especificas do DNA, conhecidas como elementos responsivos
hormonais (HREs) (Barra, Velasco et al. 2004).

A superfamilia dos receptores nucleares consiste de receptores que ligam hormonios
esteroidais (como estradiol e cortisona); ligantes ndo esteroidais (como o acido retindico e
hormonios tiroideanos); diversos produtos do metabolismo do lipideo (como o acidos
graxos e acidos biliares); bem como um grande grupo de receptores orfaos, cujas
descobertas tem precedido a de seus ligantes (Giguere 1999).

Os receptores para os hormdnios esterdides formam uma subclasse da superfamilia
de receptores nucleares (Mangelsdorf, Thummel et al. 1995). Na auséncia do ligante, os
receptores de esteroides - glicocorticéide (GR), mineralocorticoide (MR), androgénios
(AR), estrogénios (ER) e progesterona (PR) - estdo associados as proteinas de choque
térmico localizadas no citoplasma e, em alguns casos, no nucleo da célula. A ligagdo do
hormonio dissocia os receptores dessas proteinas e induz a formagao de homodimeros que
se dirigem ao nucleo onde ligam-se aos seus respectivos elementos responsivos (HREs),
regulando a transcricdo (Neves, Webb et al. 2002).

Outra subclasse da superfamilia de RN ¢ representada pelos receptores dos
hormonios tireoideanos (TR), do acido retindico (RAR), da vitamina D (VDR), e dos
proliferadores peroxissomais (PPAR). Os membros dessa subclasse formam heterodimeros
com o RXR (Mangelsdorf, Thummel et al. 1995). Esses receptores, na auséncia do ligante,
estdo localizados predominantemente no nucleo, em solugdo ou ligados ao DNA. Os
receptores, na auséncia do ligante, ficam ligados a proteinas co-repressoras € atuam como
fortes repressores da transcri¢do génica. As proteinas co-repressoras agem recrutando
histonas desacetilases, uma atividade que mantém a cromatina condensada. Com a chegada
do ligante o complexo co-repressor se desliga do receptor nuclear, o qual fica livre para
interagir com os complexos de co-ativadores. A acao desses co-reguladores contribui para o
afrouxamento da cromatina, facilitando a interacdo entre os receptores nucleares e a
magquinaria transcricional, o que leva a ocorréncia da expressao génica (Aranda and Pascual

2001).
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Por fim, os receptores nucleares podem regular a transcricdo génica por meio da
interagdo indireta com outros fatores de transcricdo. E um processo que ndo depende da
ligacdo do receptor ao DNA.

Na Figura 3 esta representado o mecanismo de a¢ao dos RN.

A 4, Ligand (auto-, para- or intracrine)

Cytoplasm

Nuclear
translocation

MNucleus

Figura 3. Receptores nucleares em agdo. Modo de agdo do receptores nucleares (RN): apés
difundir-se pela membrana citoplasmadtica, o ligante pode interagir com receptores cognates ¢
exercer um efeito ndo gendmico por interagir diretamente, como por exemplo, com quinases (a). A
razao de localizagdo entre citoplasma e nucleo pode variar entre diferentes receptores e ¢ afetada
pela natureza do ligante. A ligagdo do ligante no receptor modula uma grande quantidade de fatores.
Na auséncia do ligante, varios RN sdo levados a se ligar com regides regulatérias de genes-alvos
com um complexo co-repressor ou com histonas desacetilases (HDAC) (b). Histona desacetilase é
responsavel pela condensagdo da cromatina que causa o efeito silenciador do gene. A ligagdo do
ligante dissocia o complexo HDAC () e resulta no recrutamento de histonas acetiltransferase
(HAT) e de complexos de remodelagdo de cromatina (CRM) (d). A ordem temporal e requerimento
desses complexos pode ocorrer em: um receptor, um gene-alvo ou uma célula-especifica. No ultimo
degrau (e), a holoenzima poliferase II, que inclui a enzima pol I, TAF (TATA fator de ligacdo
associado a proteina), e complexos mediadores. Esse recrutamento aumenta a frequéncia da
inicializag¢do da transcricdo. Abreviaturas: AD-dominio de ativa¢do; AF1-func¢do de ativacgio 1;
NLS-sinal de localizacdo nuclear.

Fonte: Hinrich Gronemeyer et al (2004) www.nature.com/reviews/drugdisc
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1.5. RECEPTORES COMO ALVOS FARMACOLOGICOS

Os RN sao alvos ideais para descoberta de novos farmacos, ndo somente porque
controlam uma infinidade de processos biologicos e doengas, mas porque sdo regulados por
pequenas moléculas lipofilicas que podem ser facilmente trocadas por um farmaco
alternativo (Sladek 2003).

Receptores nucleares sdo fatores transcricionais essenciais no desenvolvimento
embrionario, na manuten¢ao de diferenciacdo de fenotipos celulares, no metabolismo
celular e no processo de sua morte. Disfun¢do na sinalizagdo do receptor nuclear pode
causar doengas proliferativas, reprodutivas e metabdlicas, como o cancer, infertilidade,
obesidade e diabetes (Laudet and Gronemeyer 2001).

Substancias agonistas e antagonistas de RN, como tamoxifeno para receptor do
estrogénio (alvo do cancer de mama), tiazolidinadionas para o receptor dos proliferadores
peroxissomais (alvo do diabetes tipo II) ou dexametasona para o receptor do glicocorticoide
(alvo das doengas inflamatorias), sdo farmacos freqiientemente utilizados. Estas doengas
representam um grande mercado mundial para a prescrigdo de farmacos (Gronemeyer,
Gustafsson et al. 2004).

A intensidade das pesquisas sobre novos farmacos que tenham ac¢do nos receptores
nucleares pode ser medida pelo fato de que, estimadamente, entre 15% e 30% dos
medicamentos produzidos no mundo, principalmente os anticoncepcionais, atuam de uma
forma ou de outra sobre os receptores nucleares (Sugimoto 2003).

Durante muitos anos, acreditou-se que um farmaco agiria como agonista ou
antagonista de um determinado receptor, independente do 6rgao ou tecido em que esse
receptor agisse. No entanto, foi demonstrado que algumas moléculas estruturalmente
proximas dos estrogénios sdo agonistas em alguns tecidos e antagonistas em outros, apesar
de atuarem sempre no mesmo receptor. Um exemplo ¢ o tamoxifeno, que atua como
antiestrogénico na mama e como agonista no endométrio e no tecido d6sseo (Howell,
Johnston et al. 2004).

Por estarem os receptores nucleares envolvidos diretamente ou indiretamente em
varias patologias, abre-se um vasto campo para a procura e desenvolvimento de novos
farmacos que neles atuem.

As Tabelas 2 e 3, a seguir, demonstram as desordens endocrinas ocorridas devido a

mutagdes no RN com ligantes e nos receptores 0rfaos.
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Tabela 2. Desordens enddcrinas ocorridas por mutagdes em RN ligante-dependentes e local

de mutagao

Receptor  Doenca Sinais Local Heranca  Mutacdo No.”
TR Resisténcia aos hormonios iocio, hiper-atividade, 3p24.3 AR, AD, P.D. >100
tireoideanos quicardia S
VDR Raquitismo hereditario por  Hipocalemia, 12q12- AR P >20
resisténcia a vitamina D raquitismo, baixa 14
estatura, alopécia
ERa Resisténcia ao estrogénio statura alta, 6p25.1 AR, S P 1
steoporose
GR Resisténcia ao Hipertensao, 5q31 AR, AD, P 8
Glicocorticoide hiperandrogenismo, S
infertilidade, fadiga
MR Pseudohipoaldosteronismo  [ipotensao, 4q31.1 AD P 13
Tipo 1 erda de sal
AR Sindrome de insensibilidade Submasculinizagao Xeen- XL.S PD >300
ao androgénio (completa, parcial), ql3
infertilizagcdo
masculina

Abreviaturas: AR = recessivo autosomal; AD = dominante autosomal; S = mutac¢do celular
somatica; XL = X-ligado; P = ponto de mutagdo; D = delecdo, * numeros aproximados de diferentes
mutagdes apresentados em cada receptor.
Fonte: John C. Achermannl and J. Larry Jameson, 2003. Pure Appl. Chem., Vol. 75, Nos. 11-12,
pp. 1785-1796

Tabela 3. Mutagdes em receptores orfaos

Receptor  Doencas Local Heranca Mutacdo NUmero
PPARy2  Obesidade, 3p25 AD P 4
resisténcia a insulina
HNF4a MODY 1 20ql12- AD P 10
13.1

PNR Aumento da sindrome do cone S 1523 AD,AR P 12
NURRI Esquizofrenia/BPD 2q22-23 AD P 4

SF-1 Faléncia da adrenal primaria XY sex-reversivel ~ 9q33 AD,AR P 3
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DAX1 Hipoplasia adrenal congénita, Xp21.3- XL P.D >80
hipogonotropismo,deficiéncia na espermogénese 21.2

SHP Obesidade branda 1p36.1 AD P 9
Abreviaturas: BPD = desordem bipolar.Fonte: John C. Achermannl and J. Larry Jameson, 2003.
Pure Appl. Chem., Vol. 75, Nos. 11-12, pp. 1785-1796
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1.5.1. Receptores do estrogénio (ER)

O hormonio esteroidal estrogénio ¢ importante para uma grande variedade de
processos fisiologicos nas mulheres e nos homens. Esse hormonio estd envolvido no
crescimento, na diferenciagdo e na funcdo de tecidos do sistema reprodutivo, incluindo
glandulas mamarias, utero, vagina e ovarios nas fémeas e testiculos e prostata nos machos.
Ele também participa de importantes vias na manuten¢do da densidade dssea e na protecao
contra osteoporose, além de ser considerado um cardioprotetor e possuir efeito sobre
lipidios no sangue. No cérebro, o estrogénio regula o comportamento reprodutivo, a
produgdo de gonadotrofina, a liberagdo de hormdnios pela glandula pituitaria, o humor e o
comportamento social (Osborne, Zhao et al. 2000).

A agdo estrogénica ¢ mediada por receptores intracelulares. Os receptores de
estrogénio com a ligacdo do ligante sdo translocados para o nucleo onde ativam a
transcri¢do génica.

Existem dois subtipos de receptor de estrogénio (ERa e ERP) que apresentam
distincao celular e diferenciacdo de distribui¢do tecidual (Diaz and Sneige 2005).

Estrogénios e moduladores do ER ligam-se no Era e/ou no ERP para formar
complexos moleculares que exercem efeitos pleiotrépicos em tecidos especificos por
modulacdo da expressao de genes-alvo (Pinzone, Stevenson et al. 2004).

Na auséncia do hormoénio, os receptores dos hormodnios esterdides existem como
complexos oligoméricos inativos, complexados com outras proteinas, incluindo proteinas
chaperonas, chamadas de proteinas de choque Hsp90 e Hsp70, e ciclofelin-40 e p23 (Pratt
and Toft 1997). O papel das Hsp90 e outras chaperonas pode ser o de manter os receptores
em uma conformagdo apropriada para responder rapidamente aos sinais hormonais. Com a
ligacdo do hormoénio o complexo oligomérico se dissocia, permitindo aos receptores
funcionarem diretamente como fatores transcricionais por ligagdo ao DNA em genes-alvo
ou indiretamente ao modularem a atividade de outros fatores transcricionais (White and
Parker 1998).

Embora os dominios de ligagdo ao DNA do ERa e ERP apresentem alto grau de
homologia (97%), o dominio de ligagdo ao ligante apresenta somente 57% de homologia
(Figura 4). Essas diferengas abrem a possibilidade de desenvolver-se ligantes ERa e ERf3

especificos (Gustafsson 1999).
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1 185 281 355 549 595

N-terminal DBD |Dobradiga LEBD F hERa
1 45 148 214 304 500 530
15,55 870 300 59,1 17,9 hERR

Figura 4. Comparagédo das estruturas primarias dos ERa e ERP, respectivamente. As figuras acima
representam os receptores € indicam o numero de aminoacidos, com o nimero 1 comeg¢ando no N-
terminal. Os numeros dentro do receptor ERp representam o grau de homologia entre os respectivos
dominios nos dois receptores.

Fonte: J-A Gustafsson, 1999. Estrogen receptor B — a new dimension in estrogen mechanism of
action. Journal of Endocrinology 163, 379-383.

O numero de células que expressam ERP mantém-se relativamente constante
durante a gravidez, a lactagdo, a pos-lactacdo e os estadgios da pré-puberdade e puberdade.
J& a porcentagem de ERa nas células varia dramaticamente nessas situagdes (Nilsson and
Gustafsson 2000).

O ERP ¢ amplamente distribuido no organismo. Os tecidos que se mostram ricos em
ERP estdo no pulmio, no rim, no trato urogenital, na glandula mamaria, no co6lon, nos
orgaos reprodutivos e nos sistemas nervoso central, cardiovascular e imunolégico (Taylor
and Al-Azzawi 2000).

Utero, mama (Zhao and Brinton 2005) e pituitaria sdo alvos ERa bem conhecidos;
embora também existam alvos em outros tecidos como o 0sseo, o cardiovascular e o
sistema nervoso central (Couse and Korach 1999).

Estudos tém demonstrado que ambos, ERa e ER[, podem equivalentemente
promover a sobrevivéncia neuronal por ativacdo de mecanismos de acdo do estrogénio em
neurdnios do hipocampo de ratos. Em adicdo, ha outras evidéncias indicando que ERf} ¢
uma chave para ativacdo de mecanismos da inducdo estrogénica da plasticidade
morfologica neuronal e dos desenvolvimentos cerebral e cognitivo. (Zhao and Brinton
2005).

A Tabela 4 demonstra a distribui¢do do ERa. ¢ do ERj em tecido humano adulto.
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Tabela 4. Imunolocalizagdo, em tecidos de humanos adultos, das isoformas o e B do

receptor do estrogénio

Tecido ERa ERB  Tecido ERa  ERP
Sistema Nervoso Central Estdmago
Cortex cerebral Células epiteliais — +
Neuronios - + Células de Goblet + -
Oligodendrocitos + + Glandulas endocrinas - -
Células gliais + + Sistema Endocrino
Cerebelo Pituitaria
Células gliais em camada - + Anterior + +
molecular
Pequenas células - + Posterior + +
nervosas em camada
granular
Células de Purkinje + - Tireoide
Hipocampo + - Células epiteliais folicularares  — +
Medula oblongada Células-C tiredide - +
Células ependimal - + Fibroblasto + +
Coracéo e Sistema Células endoteliais + +
Vascular
Coragao Ovario
Miocardio + + Células granulosas + +
Endocérdio - - Células Tecais + +
Epicardio - - Células estromais + +
Fibras de Purkinje + - Sistema reprodutivo masculino
Vasos Testiculo
Aorta + + Células de Sertoli + +
Artéria coronaria + + Células de Leydig + +
Artéria carétida + + Prostata
Veia cava inferior + + Estroma fibrocolagenoso — +
Sistema Respiratorio e Células epiteliais da glandula - +
canal Alimentar mucosa
Pulmaéo (bronquiolos) Células epiteliais uretral - +
Epitélio colunar - + Sistema reprodutivo feminino
Células intermediarias - + Vagina
Células basais + + Camada epitelial + +
Células do musculo liso + + Camada de tecido conectivo — +
Esofago Utero
Epitélio escamoso + + Epitélio luminal do + +
estratificado endométrio
Glandulas da mucosa - + Epitélio glandular do + -
esofagica endométrio
Figado Miométrio + +
Hepatocitos + - Mama
Células de Kupfer - - Adipocitos + +
Vénulas - - Células mioepiteliais + +
Ducto biliar - - Tecido conectivo + +
Veia porta hepatica + +

(-) Coloragdo imunoreativa nao observada; (+) imunoreatividadde positiva no nucleo; (*) coloragdo

presente no citoplasma.

Fonte: A. H. Taylor and F. Al-Azzawi, 2000. Immunolocalization of oestrogen receptor beta in
human tissues J. of Molecular Endocrinology 24, 145-155
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Como ERJ ¢ altamente expresso no cérebro e tem pequena expressdao ou auséncia

na mama ou utero, descobrir e designar moléculas seletivas para esse receptor promovera

uma estratégia de ativagcdo dos efeitos benéficos do estrogénio no cérebro sem ativagao

desfavoravel dos efeitos do estrogénio nos 6rgdos reprodutivos. Essas informagdes nos

mostram o potencial de aplicacdo terapéutica para o ERf3 como um alvo terapéutico para

promover a fungdo da memodria e mecanismos neuronais de defesa contra a

neurodegeneragdo relacionada com a idade, tal qual o mal de Alzheimer (Zhao, Wu et al.

2004).

A distribuicdo distinta dos receptores ERa ¢ ERP tem aumentado o interesse por

novos alvos estrogénicos e tem levado a percep¢do de novos sitios para intervengao

farmacoldgica em doengas como depressdo, disfuncao da prostata, leucemia, inflamagdes

dos intestinos ¢ cancer de célon (Gustafsson 2003; Zhao and Brinton 2005). (Tabela 5)

Tabela 5. Receptores de estrogénio como alvos de doengas. Tecidos-alvo, receptores
presentes, patologias associadas e sugestdes farmacoldgicas

Tecidos-alvo Receptor de Doencas Sugestao
estrogénio Farmacéutica

i presente

Utero Era Cancer de utero Antagonista de ERa

Estroma da prostata Era Hiperplasia benigna de Antagonista de ERa
prostata

Células theca do ovario Era Sindrome do ovario Agonista de ERa
policistico

Osso Era Osteoporose Agonista de ERa

Epitélio da mama ERa, ERP, ERB. Cancer de mama Antagonista de ERa e/ou

Estroma da mama agonista de ERB

Cérebro ERa, ERB Hipertensao Agonista de ERa
Obesidade Agonista de ERB
Deméncia Agonista de ERf

Ganglio simpatico ERp Hipertensao Agonista de ERf}
Controle da bexiga Agonista de ERB

Coélon ERpB Cancer de colon Agonista de ERB

Epitélio da prostata ERB, ERB. Cancer de prostata Agonista de ERf}

Células granulosas do ERp Infertilidade, sindrome do Agonista de ERB

ovario ovario policistico

Rafe dorsal ERpB Depressao Agonista de ERf

Osso marrom ERp Leucemia Agonista de ERB

Fonte: Jan-A° ke Gustafsson. What pharmacologists can learn from recent advances in estrogen
signalling. Trends in Pharmacological Sciences. Vol.24, n.9, September 2003.
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Antagonistas de ER e inibidores da sintese de estrogénio sdo amplamente usados
como agentes terapéuticos no tratamento de cancer de mama (Vogel 2003), enquanto
agonistas de ER s3o agentes padrdes usados na terapia de reposi¢do hormonal na mulher
pos-menopausada (Burkman 2003).

Os sintomas da menopausa sdo normalmente tratados com estrogénios sintéticos.
Entretanto, a terapia de reposi¢cao hormonal convencional ¢ suspeita de aumentar o risco de
cancer de mama e de causar outros efeitos indesejados como por exemplo, sangramento
uterino e sensibilidade mamaria (Rossouw, Anderson et al. 2002).

Durante a menopausa ha normalmente uma reducao na produgdo de estrogénio € um
aumento na secrecdo dos hormoénios luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH). Essa
troca hormonal parece ser responsavel pelo aparecimento de sintomas tais como: fogachos,
diminui¢do da lubrificacdo vaginal, insonia, depressdo, comprometimento do sistema
nervoso central (principalmente a doenga de Alzheimer) e alteragdes dos metabolismos
Osseo e cardiovascular (Mayo 1999). Os sintomas causados pela menopausa podem ser
amenizados com a terapia de reposi¢cao hormonal.

Os efeitos colaterais mais sérios causados por uso de agonistas do ER sdo: aumento
dos riscos de trombose, de cancer de mama e de endométrio (Nystedt, Berglund et al.
2003). O uso de antagonista do ER est4 associado com: canceres de mama e de endométrio,
sintomas cardiovasculares (fogachos e ansiedade), disfuncdo sexual (ressecamento vaginal,
distarbio psicosexual) e desenvolvimento de tumores independentes de estrogénio (Mourits,

Bockermann et al. 2002).

1.5.2. Receptor do glicocorticoide — GR

Glicocorticoides (GC) sdo hormdnios esteroidais sintetizados e secretados pelo
cortex adrenal. Esses hormdnios apresentam atividade na homeostase, no desenvolvimento
fisiologico, na diferenciagdo celular e na resposta ao estresse, fazendo conexao direta entre
sinais extracelulares e a resposta transcricional (Carvalho 1997). Os GC apresentam como
caracteristica atravessar a membrana lipoprotéica das células, ligando-se a receptores
citosolicos e exercendo sua acdo no interior do nucleo. As agdes desses hormonios sdo

mediadas pelo receptor do glicocorticoide (GR) (Charmandari, Kino et al. 2004).
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Os GC agem em células-alvo via duas isoformas do GR chamadas GRa (isoforma
hormonio ligante) e GRp (isoforma que ndo se liga a nenhum hormdnio) (Gupta and
Lalchhandama 2002).

Na auséncia do hormoénio, o GR existe no citosol como parte de um heterocomplexo
multi-chaperona que possui um ciclo de associagdo e dissociagdo das chaperonas e co-
chaperonas, permanecendo inativo no citoplasma (Gupta and Lalchhandama 2002).

Quando o hormoénio liga-se ao receptor, a interacdo com HSP-90 ¢ desfeita,
expondo as seqiiéncias de localiza¢do nuclear (NLS). Sdo assim permitidas a migracao do
complexo hormdnio-receptor para o nucleo e a interagao desse complexo com seqiiéncias
especificas no DNA, denominadas GRE (elementos de resposta a glicocorticoides). Por
esse processo, ocorre a modulagdo da transcri¢ao de diferentes genes responsivos a GC.

A estrutura molecular do receptor de glicocorticoide humano ¢ similar a qualquer
outro receptor nuclear, sendo também composta por trés dominios funcionais: o amino-
terminal, o DBD e o LBD (Charmandari, Kino et al. 2004).

A ligagdo de um horménio GC no GRa leva a sua ativagdo e translocagdo do
citoplasma para o nucleo onde sofre dimerizagdo. Essa ligacdo (GC-GR) pode modular a
gene transcricdo no nucleo por dois mecanismos: direto e indireto. A ativacao direta ou
repressdao de genes-alvo pelo complexo GC-GR tem sido chamada de mecanismo de agdo
tipo 1. Ja a inibigdo indireta de genes-alvo por GR horménio ativado tem sido chamada de
mecanismo de agdo tipo 2 (Gupta and Lalchhandama 2002) . Os mecanismos de agdo do
GR estdo esquematizados nas Figuras 5 e 6.

O GR estd comumente distribuido em quase todos os tipos de células e tem uma
participacdo essencial nos metabolismo e crescimento celulares, estando envolvido em
inimeros eventos bioldgicos nos tecidos. (Warriar, Page et al. 1996).

Glicocorticoides medeiam uma grande variedade de sistemas e fungdes cerebrais,
facilitando a eficiente adaptagdo a mudangas internas e externas (Murphy, Spencer et al.
2002).

No que diz respeito a obesidade, provavelmente uma doenca multifatorial com
importante componente genético, verificou-se em modelos animais com obesidade induzida
que a atividade do GR ¢ uma importante via na etiologia e na manutengao do estado obeso.
A atividade glicocorticdide mostra-se essencial para o desenvolvimento da hiperinsulemia e
subseqiiente deposic¢do de insulina. Em humanos, excesso de glicocorticdide estd associado

com a distribuicao central de gordura (Pierreux, Stafford et al. 1999). Eles aumentam o
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nivel circulante de glicose por estimulacio da expressdo de enzimas da via da

gliconeogénese e por decréscimo da entrada de glicose.

Celula alvo

Membrana Celula;

Supressio da
transcricio

Sangue

Estimulagio da
transcrigio

Inibigio da
transcrigio

Figura 5. Representagdo esquematica do mecanismo tipo 1 da a¢do dos horménios glicocorticoides.
Apoés a ligagdo de um glicocorticoide no GRa, esse complexo migra para o nucleo formando
homodimeros (GRa-GRa) ou heterodimeros (GRa-GRB). O homodimero liga-se diretamente no
elemento responsivo do glicocorticoide (GRE) e ativa a gene transcri¢do. A ligagdo de um
heterodimero (GRa-GRp) no GRE induz a supressdo na gene transcrigdo estimulada pelo GRa. O
GRp reprime a fungdo de estimulagdo do GRa por inibir especificamente a transcri¢do mediada pelo
GRE. A ligacdo de um complexo GR-horménio (sem a formagdo de dimerizacdo) no GRE inibe a
gene transcricdo. Abreviacdes: GR: receptor do glicocorticoide; GRa: isoforma a do GR; GR:
isoforma B do GR; GRE: elemento responsivo do GR; nGRE: elemento responsivo negativo do GR.
Fonte: Gupta and Lalchhandama (2002) “Molecular mechanisms of glucocorticoid action” Current
Science 83(9): 1103-1111.
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Célula alvao

Membrana Celula

Citoplasma

Supressio da
T transcrigio

AP-1 Eiflo de ligagio

Sangue
Estimulagio da
transcrigio

Figura 6. Representagdo esquematica do mecanismo tipo 2 da acdo dos hormdnios glicocorticoides.
Nesse tipo de agdo, o hormonio liga-se no GRa e esse complexo liga-se em um fator transcricional
(FT) (exemplo: c-Jun, c-Fos), inibindo a transcricdo induzida pelo FT. Por exemplo, o complexo
CG-GRa se liga no dimero c-Jun, c-Fos e suprime a gene transcri¢do estimulada por esse dimero.
Em geral, um dimero de GRa se liga em um GRE e estimula a transcricio de um gene-alvo.
Abreviagdes: AP-1 sitio de ligagdo: sitio de ligagdo da proteina de ativagdo 1; GR: receptor de
glicocorticoide; GRE: elemento responsivo de GR; H: hormonio.

Fonte: Gupta and Lalchhandama (2002) “Molecular mechanisms of glucocorticoid action” Current
Science 83(9): 1103-1111.

Os GC s3o muito utilizados na terapéutica, pois bloqueiam o processo de
inflamagdo, suprimem a ativagdo do sistema imune e atuam como agentes inibidores do
crescimento, in Vitro e in vivo. Assim, sdo empregados na terapia aguda e cronica de
diversas doencas imunes, sendo largamente aplicados no tratamento de doencas pulmonares
severas, como a asma bronquica (Verheggen, van Hal et al. 1996). Verifica-se ainda a sua
utilizacdo contra a artrite reumatdide, em quimioterapia de neoplasmas linféides por
causarem apoptose nessas células e como imunossupressores quando da prevencao da
rejeicdo celular/tecidual de orgaos transplantados (Carvalho 1997; Tuckermann, Reichardt
et al. 1999). Os glicocorticoides regulam também o metabolismo de carboidratos, proteinas
e lipidios. (Pierreux, Stafford et al. 1999). A Figura 7 demonstra as principais a¢des dos

Glicocorticoides nos mamiferos.
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Metabolismo de Carboidratos

Metabolismo de Lipideo
e Proteina Homeostase Eletrolitica
Agdo Antiinflamatéria — GLICOCORTICOIDES — Metabolismo Oxidativo

Adaptagido Geral //

Reprodugdo e Crescimento

N

Imunosupressao

Promogao de Atividade Anti-tumoral

Apoptose

Figura 7. Maiores agdes dos glicocorticoides em mamiferos.
Fonte: Gupta and Lalchhandama (2002) “Molecular mechanisms of glucocorticoid action” Current

Science 83(9): 1103-1111.

1.6. PLANTAS MEDICINAIS

]‘}:;. Mﬁ ‘

A )

Banca de Plantas Medicinais. Foto gentilmente cedida por Emilia Vitoria da Silva.
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude — OMS, 85% da populacdo mundial
utiliza plantas medicinais para tratar agravos a saude. No Brasil os percentuais sdo
proximos, estima-se que 82% da populagdo brasileira utilize produtos a base de ervas
(Abifisa 2006). Ao longo do tempo tém sido registrados varios procedimentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais. De fato, em torno de 25% dos medicamentos
prescritos mundialmente sdo de origem vegetal (Hamburger and Hostettman 1991).

O Brasil inclui-se entre os paises de maior biodiversidade mundial, abrigando cerca
de 50 mil espécies de plantas superiores, distribuidas em grandes biomas: a Amazonia com
25-30 mil espécies, a Mata Atlantica com 16 mil, o Cerrado com 7 mil e as demais espécies
distribuidas entre a Caatinga e a Floresta Subtropical (Barata and Queiroz 1995).
Entretanto, apenas uma pequena parcela da flora brasileira tem sido pesquisada
cientificamente quanto ao seu potencial de produ¢dao de farmacos. A OMS define planta
medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais Orgaos,
substancias que possam ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos” (Veiga Jr and Pinto 2005).

Entre os 252 farmacos basicos ou essenciais selecionados pela OMS, 11% sdo de
origem exclusivamente vegetal e uma parcela significativa ¢ preenchida por medicamentos
sintéticos, obtidos de precursores naturais. Pode-se citar, por exemplo, importantes
farmacos extraidos de plantas como a digoxina (1), obtida de espécies de Digitallis; a
quinina (2) ¢ a quinidina (3), obtidas de espécies de Cinchona, a vincristina (4) ¢ a
vimblastina (5), obtidas de Catharanthus roseus; a atropina (6) ¢ a escopolamina (7), de
Atropa belladona; a morfina (8) e a codeina (9), de Papaver somniferum e também o

paclitaxel (taxol) (10), obtido de espécies de Taxus (Rates 2001).

digoxina (1) quinina (2)
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Durante a evolugdo humana, apresenta-se uma longa historia do uso de plantas no
tratamento de cancer. Elas tém sido fonte de alguns dos agentes anticancer mais efetivos
como vincristina, vimblastina (5), etoposideo (11), teniposideo (12) e paclitaxel (10)

(Cragg, Newman et al. 1997).
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taxol (10)

Segundo dados da Abifisa (Associa¢do Brasileira das Empresas do Setor
Fitoterapico, Suplemento Alimentar e de Promog¢do da Saude), o mercado brasileiro do
setor fitoterapico movimenta anualmente em torno de R$ 1 bilhdo em toda sua cadeia
produtiva e emprega mais de 100 mil pessoas (Abifisa 2006).

Moléculas de origem vegetal t€ém sido a base do surgimento de moléculas protétipo,
possibilitando o delinecamento e o planejamento racional de novos farmacos e também a
descoberta de novas acdes farmacéuticas ndo atribuidas a compostos ja conhecidos (Rates

2001).
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Inegavelmente, as plantas medicinais possuem um papel importante na terap€utica.
Assim, a industria farmacéutica e diversos grupos de pesquisa tém buscado a identificagdo
de novos farmacos de origem vegetal, de forma a se avangar no combate as mais diversas

doencas que afligem a espécie humana.

1.7. ACAO DE SUBSTANCIAS DE ORIGEM VEGETAL EM RECEPTORES
NUCLEARES

Produtos naturais, incluindo derivados de plantas superiores, tém contribuido
grandemente para o desenvolvimento de novos farmacos. Trabalhos recentes tém
demonstrado a presenga em plantas medicinais de compostos com atividade em receptores
nucleares. Dentre eles, pode-se citar o taxol (10) (acdo agonista para o receptor de esterdide
e xenobidtico - SXR) (Synold, Dussault et al. 2001), a genisteina (13) (acdo agonista
estrogénica) (Pike, Brzozowski et al. 1999), a hiperforina (14) (isolada da erva de Sao Jodo
e utilizada como antidepressivo tem a¢do no receptor dos pregnanos - PXR) (Moore,
Goodwin et al. 2000) e a gugulsterona (15) (antagonista do receptor dos farnesoides - FXR)
(Urizar, Liverman et al. 2002). Dessa forma, compostos isolados de plantas podem

representar uma nova alternativa terapéutica no tratamento de diversas patologias..
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A partir de 1980, numerosos estudos foram publicados contendo analises
quantitativa e qualitativa de hormonios sexuais de humano e¢ de animais em plantas.
Hormonios esteroidais tém sido encontrados em plantas como intermediarios em diferentes
vias da sua biossintese (Janeczko and Skoczowski 2005). Em Digitalis, a progesterona (16)
¢ um dos compostos intermedidrios na via de biossintese de glicosideos cardiacos
(Finsterbusch, Lindemann et al. 1999). A Tabela 6 apresenta o resultado de um estudo da
presenga de esteroides, incluindo hormdnios sexuais de mamiferos, em véarias espécies

vegetais.
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Tabela 6. Resultados de analise quantitativa e qualitativa de esterdides, incluindo

hormonios sexuais de mamiferos, em material vegetal.

Espécies Esteroides (quantidade, caso estimada) Método
Phoenix dactylifera L. (sementes) | estrona TLC, CC
Punica granatum L. var. nana Pers. | estrona (4ug/kg)
(semente, raiz, flores) estrona (4,5pg/kg) TLC, RIA
estrona (2,5ng/kg)
Pinus silvestris L. (p6len) testosterona (0,8ug/10g)
epitestosterona (1,1pg/10g) VIS
androstenediona (5,9ug/10g)
Phaseolus vulgaris L. (planta | subst. similar ao estrogénio (equivalente em estrona
. KCR,
inteira) a 0-8ug/100g peso seco, mudangas durante o TLC.CC
procedimento) ’
Phaseolus vulgaris L. (folhas e | 17B-estradiol (2-10ug/kg-planta fresca) TLC, RIA,
sementes) (dados preliminares) LC, CG-MS
Salvia splendens Sell. (planta | subst. similar ao estrogénio (equivalente em estrona
inteira) a 0-50pg/100g peso seco, mudangas durante o | KCR, TLC
procedimento)
Hyoscyamus niger L. (planta | subst. similar ao estrogénio (equivalente em estrona
inteira) a 0-35ng/100g peso seco, mudangas durante o | KCR, TLC
procedimento)
Perilla octmotdes (planta inteira) subst. similar ao estrogénio (equivalente em estrona
a 0-35ug/100g peso seco, mudangas durante o | KCR, TLC
procedimento)
Chenopodtum rubrum L. (planta | subst. similar ao estrogénio (equivalente em estrona
inteira) a 0-20pg/100g peso seco, mudangas durante o | KCR, TLC
procedimento)
Hyacinthus orientalis L. (bulbo) subst. similar ao estrogénio (equivalente em estrona
KCR, TLC
a 0-62ug/100g planta fresca)
Hyphaene thebaica L. (cerne da | estrona (5,13-5,25mg/kg) KCR, UV,
fruta) IR, NMR
Prunus armeniaca L. (sementes) estrogénio TLC
Pastinaca sativa L. (raiz) androsterona (5,5-11,4 ng/g) RIA, GLC-
MS
Zea mays L. (6leo) estrona (4pg/100mL) KCR, TLC,
Olea europea L. (6leo) éster de estrona (9ug/100mL) UV, IR,
Olea europea L. (cerne da fruta) estrona (8.1mg/240g) NMR
Pinus nigra Ar. (polen) testosterona (0,7pg/10g)
androstenediona (0,8ug/10g) RIA
progesterona (0,81g/10g)
Pinus nigra Ar. (pdlen) androsterone.l (0,22g/10g) TLC, GLC,
androstenediona (0,90ug/10g) RIA

desidroepiandrosterona (1,5ug/10g)

Fonte: Janeczkaend, Skoczwsqi, 2005. “Mammalian sex hormones in plants”. Folia Histochem
Cytobiol 43(2): 71-9. Abreviaturas: CC: cromatografia de coluna; CG: cromatografia gasosa;
GLC: cromatografia gasosa-liquida; IR: espectroscopia de absor¢do no infravermelho; KCR:
reagdo colorida de Kober; MS: espectrometro de massa; NMR: espectroscopio de ressonancia

magnética nuclear; RIA: radioimunoensaio; TLC: cromatografia de camada fina; UV: ultra-violeta;

VIS: espectrofotometria em luz visivel.
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Os fitoestroestrogénios mais encontrados nas dietas sdo as isoflavonas. Estudos
epidemioldgicos demonstraram que as isoflavonas genisteina (13), daidzeina (17) e a
biochanina A (18), encontradas principalmente em alimentos derivados da soja, sao
responsaveis pela menor incidéncia de osteoporose, de doengas cardiovasculares e de
canceres de mama e de endométrio em mulheres asidticas que consomem uma dieta a base

de soja (Clarkson, Anthony et al. 1998).
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Além destes efeitos benéficos, os fitoestrogenos também reduziram a incidéncia de
cancer de mama (Ingram, Sanders et al. 1997), sugerindo que esses compostos possuem um
perfil terapéutico superior ao dos estrogenos e ainda que produtos naturais encontrados em
plantas podem constituir uma excelente alternativa para o tratamento de inUmeras
condicdes patologicas como a osteoporose, a doenca cardiovascular e o diabetes mellitus
(Maciel, Pinto et al. 2000).

Uma revisdo na literatura recente nos revela que diferentes substancias isoladas de
plantas, pertencentes a vdarias classes quimicas exibem promissora atividade
antiinflamatoéria por interagirem com importantes alvos celulares principalmente, por
controlarem a expressdo de genes pro-inflamatorios envolvidos na génese e manutencao da
inflamacao (Calixto, Otuki et al. 2003). Como exemplos de substancias derivadas de
plantas com acdo antiinflamatoria, podem-se citar: resveratrol (19), encontrado em diversas
espécies de uva (Akiyama, Barger et al. 2000), curcumina (20), encontrada no agafrao-
Curcuma longa- (Srivastava, Bordia et al. 1995) e silimarina (21), encontrada no cardo-

santo - Silybum marianum - (Middleton, Kandaswami et al. 2000).
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Estima-se que apromadamente somente 5 a 15% de um total de 250.000 espécies de
plantas superiores tenham sido sistematicamente investigadas para a presenca de compostos
bioativos (Cragg and Newman 1999), o que demonstra a importincia de ser dada

continuidade a esses estudos (Alexandrova, Alexandrov et al. 2000).
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1.8 - ESPECIE ESTUDADAS

Morus nigra L
Pouteria torta (Mart.) Radlk
Plectrantthus ornatus Codd

AR NERNERN

Ipomoea cairica (L.) Sweet

1.8.1. MORUS NIGRA L

Fontes: 1- www.ruhr-uni-bochum.de; 2- www.mistelten.dk; 3- www.wsl.ch

A familia Moraceae, comum nas regides tropicais e subtropicais dos cinco
continentes, subdivide-se em cerca de sessenta géneros, os quais abrangem em torno de mil
e quatrocentas espécies (Nomura and Hano 1994). Dentre esses géneros, destacam-se
Morus, Ficus e Artocarpos.

H4 um grande interesse no estudo estrutural e farmacologico dos compostos
fenolicos isoprenodides substituidos (os flavonodides), os quais sdo encontrados em varias
espécies da familia Moraceae (Nomura and Hano 1994).

Uma espécie muito popular dessa familia ¢ a Morus nigra L, conhecida, nao

somente pelos valores nutricionais de seus frutos - as amoras - como também por conter
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varios compostos com acao terapéutica, ndo apenas em seus frutos, mas também em outras
partes dessa planta.

As cascas das arvores, os frutos e as folhas de Morus nigra sido largamente
utilizados na medicina popular. Os frutos sdo usados para controlar processos inflamatorios
e estancar sangramentos, as cascas para amenizar dores dentarias e as folhas como antidoto
para envenenamento decorrente de picadas de animais pegonhentos (Naderi, Asgary et al.
2004). O suco da fruta ¢ usado para controlar diabetes mellitus do tipo II (Mincu, lonescu-
Tirgoviste et al. 1989) e inflamagdes de garganta, lingua e boca (Quer 1995).

O prenilflavondide morusina (22), substincia encontrada na M. nigra, foi
relacionado com a atividade antinociceptiva ou analgésica apresentada por essa espécie (de

Souza, Bittar et al. 2000).

morusina (22) CHs

Extrato alcoolico de folhas de Morus nigra provocou redugdo da glicose sérica em
ratos nos quais o diabetes foi induzido experimentamente, mas ndo teve acdo em ratos
normais. Além disso, o extrato ndo mudou os niveis de insulina nos ratos diabéticos e
normais (Oryan, Eidi et al. 2003).

Estudos tém demonstrado ainda que a fruta da Morus nigra, a amora, tem acdo
protetora contra danos oxidativos para biomoléculas e biomembranas (Naderi, Asgary et al.
2004).

No Brasil, cha de folhas de amora é largamente usado na medicina popular como
repositor hormonal durante a menopausa e também para aliviar seus sintomas
(principalmente os fogachos), além de amenizar os sintomas de cefaléia e irritagdo que

ocorrem no periodo pré-menstrual.
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1.8.2. POUTERIA TORTA (MART.) RADLK

Fonte: www.tradewindsfruit.com

O Cerrado do Brasil possui uma flora rica (Burman 1991), sendo que muitas
espécies presentes nesse bioma sao usadas na medicina popular para o tratamento de varias
patologias. Dentre essas podem ser citadas a Pouteria torta (Sapotaceae), conhecida
popularmennte como guapeva, curiola, guapebeira, acé ferro, abiu piloso, abiu do cerrado e
grao de galo. Essa espécie ¢ apreciada pela populagdo local por seus frutos comestiveis e
também devido as cascas de seu tronco serem usadas na medicina popular como
antidiarréico.

Pouco se conhece quanto a composi¢cdo micromolecular da P. torta. Dos extratos
hexanico e diclorometanico de flores e frutos de Pouteria torta, foram isolados acidos
graxos, poliisoprenodides, triglicerideos, hidrocarbonetos normais e ramificados, esterdides,
triterpenos penta e tetraciclicos (David 1993).

Estudos recentes indicam que o género Pouteria possui substancias com atividade
biologica. O extrato metanolico de folhas de P. torta apresenta atividade contra
Cladosporium sphaerospermun, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e
Pseudomonas aeroginosa (Alves, Silva et al. 2000). Extratos de Pouteria sp apresentaram
atividades de inibicdo de o-amilase em saliva humana (Albuquerque, Bortolini Jr. et al.

2002) e de agao antinociceptiva (Chagas, Bittencourt et al. 2003).
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1.8.3. PLECTRANTHUS ORNATUS CODD

Fonte: www.mytho-fleurs.com

O género Plectranthus, pertence a familia Lamiaceae (Labiatac) que compreende
mais de 300 espécies distribuidas em regides tropicais da Africa, Asia e Australia e
adaptadas a quase todos os habitats e altitudes. Muitas dessas espécies apresentam interesse
econdmico e medicinal (Codd 1985; Abdel-Mogib, Albar et al. 2002).

Virias espécies desse género sdo usadas na medicina popular para diversos fins
terapéuticos, apesar da existéncia limitada de informagdes farmacologicas e fitoquimicas
acerca dessas plantas (Dellar, Cole et al. 1996).

Em uma revisdo etnobotanica do género Plectranthus, foram citadas quinze espécies
utilizadas para o tratamento de diversas infec¢des e febre (Lukhoba, Simmonds et al. 2006).

Para as espécies P. barbatus e P. amboinnicius sdo descritos varios usos populares,
sendo atribuido a essas duas espécies 68% de todos os usos tradicionais descritos para o
género Plectranthus (Lukhoba, Simmonds et al. 2006).

A espécie Plectranthus ornatus ¢ uma erva perene e suculenta, de aroma
desagradavel, que cresce entre rochas, preferencialmente a sombra. E comumente usada

como planta ornamental nos jardins brasileiros, sendo conhecida popularmente como
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boldinho, boldo-rasteiro, boldo gamba e boldo-de-folha-miuda.

As folhas de P. ornatus sio utilizadas no tratamento de problemas de estdmago
(hipossecretor gastrico) e de doencgas relacionadas ao figado como alternativa ao P.
barbatus (falso-boldo), também utilizado para o0 mesmo fim terapéutico. Sdo igualmente
utilizadas com finalidades diurética, antipirética, analgésica, antibidtica e antiinflamatéria
peitoral (Corréa, Batista et al. 1998).

Testes preliminares demonstraram que o diterpeno 4cido 11R*-acetoxicolavénico
(23), isolado do extrato hexanico, ¢ o extrato hidroetandlico bruto, ambos das folhas de P.
ornatus, apresentaram atividade antinociceptiva (teste de nocicep¢do induzido por

formalina em camundongos). (Oliveira, Ferreira et al. 2005).

acido 11R*-acetoxicolavénico (23)
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1.8.4. IPOMOEA CAIRICA (L.) SWEET

Fonte: homepagel .nifty.com

A familia Convolvulaceae possui cerca de 60 géneros, com mais de 1800 espécies. A
literatura descreve o isolamento de diversas classes de fitoconstituintes nessa familia, dentre
os quais podem ser citados policetideos, terpendides, esterdides, flavonoides, xantonas,
alcaloides, lignanas e, mais recentemente, glicolipideos e ésteres de oligossacarideos (Lima
and Braz-Filho 1997).

A espécie Ipomoea cairica (L.) Sweet, pertencente a familia Convolvulaceae e
conhecida popularmente no Brasil como corda-de-viola, ¢ uma planta trepadeira, sendo
considerada por muitos como uma espécie invasora (Procdpio, Ferreira et al. 2003). Ela
cresce em regides tropicais e subtropicais do planeta.

Ha varios relatos do uso de Ipomoea cairica na medicina popular a infusao feita com
as folhas e as raizes dessa espécie ¢ utilizada no tratamento de erupgdes cutdneas,
especialmente aquelas acompanhadas por febre (Alonso 1988; Thomas, Rao et al. 2004).

As raizes sdo utilizadas para o tratamento da hepatite e para o estimulo de agdes purgativas
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(Alonso 1988). As partes aéreas da planta sdo utilizadas como antiinflamatoério e anti-
reumatico (Franco 1997).

Alguns compostos isolados de I. cairica mostraram-se eficientes quando submetidos
a testes biologicos. O dleo essencial dessa espécie apresentou propriedades larvicidas contra
Culex tritaeniorhynchus, Aedes aegytpi, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus
(Thomas, Rao et al. 2004). As lignanas, (-)-traquelogenina (24) e (-)-arctigenina (25),
apresentaram inibi¢do da replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana tipo I (HIV-1;
cepas HTLV-III B) in vitro (Schroder, Merz et al. 1990) e atividade antagonista de Ca®"
(Paska, Innocenti et al. 2002).
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2. OBJETIVOS
2.1-OBJETIVO GERAL

Estudar a atividade de extratos de Morus nigra, Pouteria torta, Plectranthus ornatus
e Ipomoea cairica e substancias isoladas das espécies Plectranthus ornatus e Ipomoea

cairica na ativacdo de receptores nucleares.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a toxicidade dos extratos vegetais das espécies Morus nigra, Plectranthus
ornatus, Pouteria torta e Ipomoea cairica e substancias isoladas de Plectranthus ornatus e

Ipomoea cairica sobre a maquinaria transcricional das células U937 transfectadas.

- Investigar se os extratos vegetais das espécies Morus nigra, Plectranthus ornatus,
Pouteria torta e Ipomoea cairica e as substancias isoladas de Ipomoea cairica sao capazes
de aumentar a atividade transcricional dos receptores de estrogénio (ERa e ERp),
comparando a resposta obtida com a adicdo dos extratos vegetais ou das substancias

isoladas com a resposta observada com a adi¢do do seu ligante natural.

- Investigar a capacidade dos extratos vegetais das espécies Morus nigra,
Plectranthus ornatus, Pouteria torta ¢ Ipomoea cairica e das substincias isoladas de
Ipomoea cairica de antagonizarem a estimulacdo dos receptores de estrogénio (ERa e ERP)

por seu hormonio natural.

- Investigar se os extratos vegetais e substincias isoladas da espécie Plectranthus
ornatus sdo capazes de aumentar a atividade transcricional do receptor de glicocorticdide
(GR), comparando a resposta obtida com a adi¢do dos extratos vegetais e das substancias

isoladas com a resposta observada com a adi¢do do hormoénio natural.

- Investigar se os extratos vegetais e substancias isoladas da espécie Plectranthus
ornatus sao capazes de antagonizarem a estimulagdo do receptor de glicocorticoéide (GR)

por seu hormdnio natural.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 - CULTURA DE CELULAS, REAGENTES E PLASMIDEOS

Para o ensaio de gene repoérter e transfec¢do, foram utilizadas células U937 (pro-
mondcitos humanos) obtidas do Centro de Cultura de Células da Universidade da
California, em Sao Francisco (UCSF - EUA). As células foram cultivadas em meio RPMI
1640 (GIBCO), contendo 10% de soro bovino fetal (GIBCO) com 2 mM de glutamina
(SIGMA), 50 U/mL de penicilina (SIGMA) e 50 pg/mL de estreptomicina (SIGMA) e
mantidas em uma incubadora a 37°C com 5% de CO,. Os ligantes utilizados como
controles positivos, dexametasona e 17B-estradiol (SIGMA), foram diluidos em
dimetilsulfoxido:etanol, 2:3 (DMSO:EtOH).

Os plasmideos de expressdo utilizados nos ensaios de transfeccdo foram: CMV-
ERa, CMV-ERB e RSV-GR. Esses plasmideos contém as seqiiéncias de cDNA que
codificam os respectivos receptores, sob o controle dos promotores do citomegalovirus
(CMV) ou do Rous Sarcoma virus (RSV), conforme indicado. Foi também utilizado o
plasmideo Gal-ERP que contém o dominio de ligagdo ao DNA (DBD) da 3-galactosidase
associado ao dominio de liga¢do ao hormdnio (LBD) do ERp.

Os plasmideos-reporter usados nos ensaios contém o elemento responsivo para os
ER e GR, clonados acima do promotor minimo (-32/+45) da timidina quinase (tk). Esse
elemento responsivo esta ligado a seqiiéncia que codifica o gene repodrter luciferase,
resultando nas construgdes: ERE-Luc e GRE-Luc.

Nos ensaios que utilizaram o Gal-ERf, adotou-se o plasmideo repérter Gal-Luc, que
possui o elemento responsivo do fator de transcricdo da P-galactosidase (Gal), também
ligado a seqiiéncia que codifica o gene reporter luciferase.

Além disso, o promotor do citomegalovirus foi fusionado ao gene que codifica a
enzima luciferase (CMV-luc), gerando um plasmideo que produz luciferase
constitutivamente. Esse plasmideo foi utilizado para avaliar se os extratos e substancias
1soladas induziriam mudangas nos niveis transcricionais da luciferase. Quando os extratos e
substancias forem capazes de induzirem uma diminui¢do na producao de luciferase, serdo
entendidos como téxicos as celulas U937. Todos os plasmideos foram gentilmente cedidos

pelo Dr. John Baxter da Universidade da California, em Sao Francisco (UCSF), EUA.

55



3.2 - TRANSFECCAO E ENSAIO DE GENE REPORTER

Os ensaios de transfec¢do e de gene repodrter sdo métodos utilizados na pesquisa e
identificacdo de ligantes para receptores nucleares (Chiellini, Apriletti et al. 1998). Sao
também utilizados na pesquisa de possiveis ligantes presentes em extratos de plantas (New
and Miller-Martini 2003) (Moore, Goodwin et al. 2000). O ensaio de transfec¢do consiste
na inser¢do do plasmideo reporter e do plasmideo de expressdo do receptor nuclear de
interesse no nucleo das células (Forman, Tontonoz et al. 1995). A insercao dos plasmideos
no nucleo das células U937 foi realizada por meio de choque elétrico (eletroporacao). Apos
a transfeccdo, as células foram tratadas com os ligantes, com os extratos ou com as
substancias isoladas dos extratos em estudo.

As células U937 foram coletadas por centrifuga¢do a 4.000 rpm por 3 minutos e
suspensas (10 milhdes) em 0,5 mL de solugdo de PBS contendo 0,1% de dextrose. Estas
células foram, a seguir, misturadas a 3 pg do plasmideo repérter e 2 pg do vetor de
expressao do receptor nuclear e interesse. As células, com os respectivos plasmideos, foram
entdo transferidas para uma cuveta propria e eletroporadas utilizando-se um gerador de
pulso Bio-Rad com voltagem de 300 mV e 950 uF de capacitancia. Apos a eletroporacao,
as células foram ressuspensas em meio RPMI, distribuidas em placas de 12 pogos e tratadas
com o veiculo utilizado (DMSO:EtOH-2:3), com o ligante natural para o receptor nuclear
em estudo, com os extratos e com as substancia isoladas pesquisadas.

Apo6s 24 horas, as células foram coletadas por centrifugacdo (13000 rpm por 3
minutos). O sobrenadante foi aspirado e descartado. Ao precipitado celular formado foram
adicionados 150pL do tampao de lise 1X (Promega). O lisado celular (20uL) foi misturado
com 20uL do substrato para a enzima luciferase (luciferina) (Luciferase Assay System,
Promega). A emissdo de luz resultante da reacdo enzimatica entre a luciferase e luciferina
foi quantificada em um luminémetro (Turner Designs Inst. Mod TD-20/20).

Substancias com atividade agonista se ligar-se-d0 ao receptor nuclear ativando a
maquinaria transcricional e como resultado, haverd a transcricio do gene reporter
luciferase. Substancias com atividade antagonista, apds ligarem-se ao receptor nuclear,
reprimirdo a maquinaria transcricional, impedindo a transcricao do gene reporter luciferase.

Os extratos e as substancias isoladas das espécies estudadas foram primeiramente

investigados quanto a sua possivel interferéncia na maquinaria transcricional das células
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U937 transfectadas. Para tal, foi realizada uma transfec¢do utilizando um plasmideo que
contém o gene reporter luciferase dirigido pelo promotor do citomegalovirus (CMV-Luc).

O promotor do citomegalovirus ¢ ativado constitutivamente em células humanas. A
fusdo desse promotor com o gene que codifica a enzima luciferase (CMV-Luc) gerou um
plasmideo que produz luciferase de modo constitutivo. A diminui¢do na transcricdo da
luciferase serd entendida como um efeito toxico da substancia adicionada para as células.
Extratos e substancias isoladas que causaram esse efeito ndo foram utilizados nos estudos
posteriores de transfeccdo com receptores nucleares.

Para o ensaio de transfecgdo os extratos, as substancias isoladas de extratos e os

hormdnios utilizados foram ressuspensos com dimetilsulféxido:etanol 2:3 (DMSO:EtOH).

3.3. CALCULO DA TAXA DE ATIVACAO DA TRANSCRICAO

A taxa de ativagdo da transcricdo € a razdo entre a atividade (leitura da luciferase)
das células tratadas com os agonistas (controle positivo), ou extratos, ou substancias
isoladas sobre a atividade (leitura da luciferase) das células tratadas com o veiculo
(DMSO:EtOH). Assim tem-se que a taxa de ativagdo das células tratadas com o veiculo ¢é
igual a um (1). Os dados representam as médias de no minimo trés experimentos realizados

e cada um em triplicata.

Leitura da Luciferase (ligante natural ou extrato ou substancia isoldada)

Taxa de ativagéo =
Leitura da Luciferase (células tratadas com o veiculo)

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Todos os graficos apresentados foram feitos através do programa Prisma 3.0
(GraphPad Software, Inc.). Os dados representam a média de pelo menos trés ensaios
realizados em triplicata. A analise estatistica foi realizada pelo mesmo programa. A analise

de variancia a 5% (ONE-WAY-ANOVA) foi seguida por Newman-Keuls Multiple

Comparison. Resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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3.5. OBTENCAO DOS EXTRATOS E SUBSTANCIAS ISOLADAS

3.5.1. Extratos de Morus nigra L

Folhas de amora (Morus nigra) foram coletadas no més de margo de 2004 em
Brasilia, Distrito Federal, Brasil. Uma exsicata estd depositada no Herbario da Universidade
de Brasilia - UB e a espécie foi identificada pela professora Carolyn Elinore Barnes
Proenca (nimero de registro UnB-Franzotti E. — 17837).

As folhas de Morus nigra foram secadas ¢ trituradas até atingir a consisténcia de po.
Parte desse material (350g) foi macerada por 7 dias, utilizando como solvente primeiro
hexano seguido de etanol. Cada extracdo foi repetida 3 vezes. Apds filtragdo, os solventes
foram removidos utilizando evaporador rotativo, sendo obtido 9,3g do extrato hexanico
(AH) e 15,2g do extrato etanodlico (AEtOH). O fluxograma de obtengdo dos extratos
hexanico ¢ etanolico de Morus nigra ¢ apresentado na Figura 8.

O extrato aquoso foi obtido por infusdo, usando agua destilada, a partir de 54g de
folhas trituradas. Apds filtracdo, a agua foi removida por técnica de liofilizacdo, sendo

obtido 2,1g de extrato aquoso bruto (AAQ).

Folhas de Morus
nigra

(350g)

MMaceracio of hexano
Eliminacio do solvente

Residuo

Extrato Hexfinico

brute (9,29g)

Maceracio of Etanol
Eliminacfio do solvente

IE:X_trato Eesiduo
Etandlico brute

(15,18g)

Figura 8. Obtengdo dos extratos de Morus nigra L
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3.5.2. Extratos de Pouteria torta (Mart.) Radlk

Os extratos de P. torta foram fornecidos pela Profa. Damaris Silveira, da Faculdade
de Ciéncias da Saude, UnB.

Folhas de Pouteria torta foram coletadas no campus da Universidade de Brasilia no
més de julho de 2003. Uma exsicata esta depositada no Herbario da Universidade de
Brasilia e a espécie foi identificada pelo Prof. José Elias de Paula ( JElias de Paula 3674).

O material vegetal foi secado a temperatura ambiente e pulverizado. Parte desse
material (918,0g) foi macerada por 7 dias, primeiramente com hexano, seguido por etanol.
As extragdes foram repetidas 3 vezes. Apods a filtragdo, os solventes foram removidos sob
pressdo reduzida, a temperatura inferior a 40°C, tendo sido obtidos 46,0g do extrato
hexanico (PTH) e 101,0g do extrato etanodlico (PTEtOH).

O extrato aquoso foi obtido por infusdo (400,0g de material triturado) utilizando
agua destilada (3,0L). Apo6s a filtracdo, a 4gua foi removida por liofilizagdo, resultando em
44,0g de extrato aquoso bruto (PTAq). O fluxograma de obteng¢do dos extratos ¢

apresentado na Figura 9.

Folhas de Pouteria
foria

(918.0g)

l Maceracio of hexano

Eliminacio do solvents

Extrato Eesiduo
Hezfinico bruto
(46.0g] Maceragdo of Etanol

y Eliminagao do solvente

Extrate Etandlico Eesiduo
bruto (101.0g)

Figura 9. Obtenc¢ao dos extratos de Pouteria torta (Mart.) Radlk
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3.5.3. Extratos e diterpenos isolados de Plectranthus ornatus Codd

Os extratos e substancias isoladas foram fornecidos pelo Prof. Délio Soares Raslan

do Departamento de Quimica, ICEx, UFMG.

Partes aéreas de P. ornatus foram coletadas no més de setembro de 2002, em

Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil, e posteriormente identificadas. Uma exsicata

estd depositada no herbario do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ref. n°>. BHCB 57175).

O material botanico seco e triturado (3,8kg) foi sucessivamente extraido por hexano

seguido da mistura etanol:dgua (9:1). Apos filtragdo e evaporacdo dos solventes por pressao

reduzida a temperatura abaixo de 40°C, foram obtidos 38,0g do extrato hexénico bruto

(POH) e 114,6g do extrato etanolico bruto (POEtOH). O fluxograma de obtencdo dos

extratos esta apresentado na Figura 10.

Partes Aéreas de
Plectranthus ornatus
(3,8 Kg)

Maceragdo com hexano
Eliminagdo do solvente

Extrato hexanico bruto
(38,0g)

residuo

Maceragdo com etanol
Elimina¢do do solvente

23

26 27

Extrato etanolico bruto
(114,6g) residuo

Figura 10. Obtengdo dos extratos de Plectranthus ornatus Codd

Parte do extrato hexanico bruto foi fracionada e foram obtidos os diterpenos: acido
11R*-acetoxicolavénico (23), 1a,64,7-triacetoxi-8,13R*-epoxi-14-labden-11-ona (26),
la,64,7 f-triacetoxi-9-hidroxi-8,1 3R*-epoxi-14-labden-11-ona (27).
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26 R=H
27 R=0OH

OAc

3.5.4. Extrato e substancias isoladas de Ipomoea cairica (L) Sweet

O extrato e as substancias isoladas foram fornecidos pelo Prof. Délio Soares Raslan,
do Departamento de Quimica, ICEx, UFMG.

Partes aéreas de |. cairica foram coletadas no més de maio de 2000 na cidade de
Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil. A espécie foi identificada pela Profa. Beatriz
Gongalves Brasileiro e uma exsicata (n°. BHCB 16525) estd depositada no Herbario do
Museu de Historia Natural do Departamento de Boténica da Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte - MG.

O material botanico (3,3kg) foi seco a temperatura ambiente, pulverizado em
moinho de facas e macerado em etanol por sete dias. Apos filtracdo e destilagdo do
solvente, foram obtidos 250,0 g do respectivo extrato bruto. O esquema de obtencdo do

extrato bruto de |. cairica ¢ apresentado na Figura 11.

Partes Aéreas de Ipomoea
cairica (L) Sweet
(3,3 Kg)

Maceracao com etanol
Elimina¢do do solvente

Extrato etandlico bruto Residuo
(250,0g)
28 29 30 31

Figura 11. Obtengdo do extrato de Ipomoea cairica (L) Sweet
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Parte do extrato etandlico (100,0g) foi submetida a parti¢do. Foram obtidos 94,0 mg

de 4’-O-glicopiranosideo da arctigenina (28), 320,0 mg de 4’-O-glicopiranosideo da

traquelogenina (29), 36 mg de acido 4,5-di-cafeoilquinico (30) ¢ 9 mg de acido 3,5-di-

cafeoilquinico (31).

H,c—C
H 0]
Hye—° - 4
GliO
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GliO o
H
o—CHa
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H3C/
glicosideo de arctigenina (28) (29)
o OR,
OR,
HO
OH OR

(30) R1 = H; R2=R3 = cafeoila

(31) R1=R3 = cafeoila; R2 = H

glicosideo

de traquelogenina

cafeoila
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. MORUS NIGRA (L)

A menopausa ¢ definida pela diminui¢do da fung¢do ovariana (com conseqiiente
declinio da produgdo de estrogénio e do progesterona ¢ aumento dos hormonios foliculo-
estimulante—FSH e luteinizante-LH) e tem por caracteristica principal a parada das
menstruacoes (Mayo 1999).

Os sintomas da menopausa sdo tratados convencionalmente com estrogenos
sintéticos. O estrogénio apenas, ou associado com a progesterona, tem sido usado na terapia
de reposicdo hormonal (TRH) nos tltimos 25 anos (Lupu, Mehmi et al. 2003). Os efeitos
biologicos do estrogénio sao mediados pelos receptores de estrogénio alfa e beta que
pertencem a superfamilia dos receptores nucleares (Bjornstrom and Sjoberg 2004).

A experiéncia clinica tem demonstrado que a terapia de reposi¢cdo hormonal com
estrogénio em mulheres pds-menopausadas pode aumentar o risco de ocorréncia de eventos
tromboemboliticos e cancer de mama (Rossouw, Anderson et al. 2002). Terapias que ndo
estimulem a proliferacio de células da mama podem ser extremamente Uteis para o
tratamento dos sintomas da menopausa em mulheres com alto e baixo risco para
desenvolvimento de cancer de mama (Curcio, Kim et al. 2005).

Em muitas regides do Brasil, o cha de folhas de M. nigra ¢ utilizado como uma
alternativa natural para a terapia de reposicdo hormonal e tratamento dos sintomas da
menopausa, principalmente os fogachos. Entretanto, nenhum efeito ¢ conhecido de M.
nigra sobre o receptor de estrogénio.

Considerando os dados acima relatados, decidiu-se avaliar se extratos de amora
poderiam ter um efeito sobre os receptores de estrogénio.

Foram utilizados nesse estudo os extratos aquoso (AAq), etandlico (AEtOH) e
hexanico (AH), preparados a partir das folhas de Morus nigra.

Os extratos e os controles positivos estradiol (E;) e genisteina (conhecidas
substancias com atividade agonista para os receptores de estrogénio) utilizados nos ensaios

de transfeccdo e de gene reporter foram diluidos com o veiculo dimetilsulfoxido:etanol 2:3.
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4.1.1. Estudo do efeito toxico dos extratos de Morus nigra para as células U937.

O controle da atividade toxica dos extratos de M. nigra para as células U937 foi
realizado utilizando a metodologia de transfec¢ao com o plasmideo CMV-Luc.

Como pode ser observado na Figura 12, a adigdo dos extratos aquoso (AAq) e
hexanico (AH) das folhas de Morus nigra na concentra¢ao de 40ug/mL ndo apresentou
toxicidade para as células U937. No entanto, a adigdo do extrato etandlico (AEtOH -
40pg/mL) induziu uma diminui¢do na expressdo génica do CMV-luciferase sugerindo a

presenca de alguma substancia, nesse extrato, com agao toxica para as cé¢lulas U937.
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Figura 12. Efeito toxico do extrato etandlico (AEtOH) de Morus nigra (40ug/mL) para as
células U937. Células U937 foram transfectadas com 3ug do plasmideo reporter luciferase
conduzido pelo promotor constitutivo do citomegalovirus (CMV-Luc) e tratadas com o veiculo
(DMSO/EtOH 2:3) e os extratos aquoso (AAq), hexdnico (AH) e etandlico (AEtOH) na
concentracdo de 40pg/mL. Um grupo de células foi mantido sem tratamento (controle positivo).
Apos 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras representam a média + erro padrdo

de no minimo trés experimentos. (P < 0,001 vs sem tratamento)

O efeito de diminuicdo na expressdo génica do CMV-luciferase, induzido pelo
extrato etandlico de folhas de Morus nigra, foi observado nao somente na concentragao de
40pg/mL, mas também nas concentragdes de 10, 20 ¢ 30ug/mL (Figura 13). Por essa

razdo, o extrato etandlico ndo foi usado nos experimentos posteriores com os receptores de

estrogénio.
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Figura 13. Curva dose-resposta do extrato etanolico de Morus nigra. Células U937 foram
transfectadas com 3ug do plasmideo reporter luciferase conduzido pelo promotor constitutivo do
citomegalovirus (CMV-Luc). As células foram tratadas com doses crescentes do extrato etandlico
de folhas de Morus nigra (10, 20, 30 e 40ug/mL). Ap6s 24 horas a atividade da luciferase foi

mensurada. As barras representam a média + erro padrdo de no minimo trés experimentos.

4.1.2. Estudo do efeito agonista de extratos de Morus nigra sobre a atividade

transcricional mediada pelos ERa e ERf

Posteriormente, foi investigada a acdo do extrato aquoso e do extrato hexanico das
folhas de Morus nigra sobre a atividade transcricional mediada pelo receptor de estrogénio
alfa. Como mostrado na Figura 14, quando comparado com o veiculo, os controles
positivos estradiol (E;) ou genisteina promoveram um aumento na atividade transcricional
de 2,2 £ 0,21 e 2,1 + 0,17 vezes, respectivamente (P < 0,001 vs veiculo). Entretanto, os
extratos aquoso (AAq) e hexanico (AH) de Morus nigra, na concentragao de 40pg/mL, ndo
aumentaram a atividade transcricional mediada pelo ERa (P > 0,05 vs veiculo). Estes
resultados mostram que, nas condigdes acima descritas, os extratos de Morus nigra (AAq e

AH) ndo possuem efeito agonista sobre o ERa..
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Figura 14. Auséncia de acdo agonista dos extratos aquoso e etandélico de Morus nigra sobre o
ERa. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do plasmideo de expressdo para ERo ¢ com
3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo para o ER ligado ao gene reporter da
luciferase - ERE-Luc. As células foram tratadas com veiculo (DMSO: EtOH), controles positivos
(estradiol 10"mol/L e genisteina 10 mol/L) e os extratos aquoso (AAq) e hexanico (AH) de Morus
nigra (40pg/mL). Apds 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras representam a

média * erro padrdo de no minimo trés experimentos. *P < 0,05 vs veiculo.

Similar resultado foi observado quando investigado o efeito de AAq e AH sobre a
atividade transcricional mediada pelo receptor de estrogénio beta (Figura 15). Os grupos de
células tratados com E, e genisteina tiveram um aumento na atividade do gene reporter em
2,53 £ 0,26 e 2,11 £ 0,31 vezes, respectivamente (P < 0,05 vs veiculo) e os extratos de

Morus nigra (AAq ¢ AH), na concentragdo de 40ug/mL, ndo aumentaram a atividade

transcricional mediada pelo ERB (P > 0,05 vs veiculo).
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Figura 15. Auséncia de acdo agonista dos extratos aquoso e etandlico de Morus nigra sobre o
ERB. Células U937 foram co-transfectadas com 2pg do plasmideo de expressdo para ERB e com
3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo para o ER ligado ao gene reporter da
luciferase - ERE-Luc. As células foram tratadas com veiculo (DMSO: EtOH), com controles
positivos (estradiol 10"7mol/L e genisteina 10°6mol/L) e com extratos aquoso (AAq) e hexanico
(AH) de Morus Nigra (40pg/mL). Apos 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras

representam a média + erro padrao de no minimo trés experimentos. (*P < 0,05 vs veiculo)

4.1.3. Estudo do efeito antagonista de extratos de Morus nigra sobre a atividade

transcricional mediada pelos ERa e ERf

Como os extratos aquoso e hexadnico de Morus nigra ndo apresentaram efeito
agonista, foi investigado se esses extratos poderiam ter algum efeito antagonista para os
receptores de estrogénio alfa e beta.

Células U937 tratadas com E, ou genisteina, quando comparadas com o veiculo,
induziram um aumento na atividade transcricional do ERa (2,2 £ 0,21 e 2,1 + 0,17 vezes,
respectivamente) (P < 0,001 vs veiculo). O grupo de células tratadas com o extrato aquoso
ou hexanico de Morus nigra (40pg/mL), na presenga do controle positivo estradiol, tiveram
um aumento na transcri¢ao de 2,0 = 0,22 e 1,8 + 0,34 vezes, respectivamente (P < 0,05 vs
veiculo). Nao houve diferenga estatistica em comparacao ao controle positivo estradiol.

Esses resultados (figura 16) mostram que os extratos aquoso e hexanico de Morus

nigra, nas condi¢cdes analisadas, nao tém a capacidade de modificar a atividade
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transcricional exibida somente com o estradiol, sugerindo que esses extratos ndo possuem

efeito antagonista sobre o receptor de estrogénio alfa.
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Figura 16. Auséncia de efeito antagonista dos extratos aquoso e etandlico de Morus nigra
sobre 0 ERa. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do plasmideo de expressdo para ERa
e com 3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo para o ER ligado ao gene repoérter da
luciferase - ERE-Luc. As células foram tratadas com veiculo (DMSO:EtOH), com controles
positivos (estradiol 107 mol/L e genisteina 10° mol/L) e com extratos AAq e AH (40ug/mL) na
presenca de estradiol (10”7 mol/L). Apés 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras

representam a média + erro padrao de no minimo trés experimentos. (*P < 0,05 vs veiculo)

Efeitos similares foram obtidos quando investigado o efeito dos extratos de Morus
nigra (AAq e AH) sobre a atividade transcricional mediada pelo receptor de estrogénio
beta (ERP) (Figura 17). O E; e a genisteina aumentaram a atividade transcricionao do ERf
em 2,53 +£ 0,26 ¢ 2,11 £ 0,31 vezes, respectivamente (P < 0,05 vs veiculo) e os extratos
aquoso e hexanico de Morus nigra (40pg/mL) na presenca de estradiol aumentaram a
atividade transcricional em 2,28 + 0,29 e 2,43 + 0,34 vezes, respectivamente (P < 0,05 vs
veiculo). Nao houve diferenca estatistica ente a taxa de ativagdo obtida com estradiol e a
taxa obtida com estradiol na presenca dos extratos.

Portanto, nas condi¢des analisadas nesses experimentos, os extratos aquoso e
hexanico de M. nigra (40pg/mL) também ndo apresentaram efeito antagonista sobre o

receptor de estrogénio beta.
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Figura 17. Auséncia de efeito antagonista dos extratos aquoso e etanélico de Morus nigra o
ERp. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do plasmideo de expressdo para ERa e com
3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo para o ER ligado ao gene reporter da
luciferase - ERE-Luc. As células foram tratadas com veiculo (DMSO:EtOH), com controles
positivos (estradiol 107 mol/L e genisteina 10°® mol/L) e os extratos AAq e AH (40pg/mL) na
presenca de estradiol (10”7 mol/L). Apés 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras

representam a média + erro padrdo de no minimo trés experimentos. (*P < 0,05 vs veiculo)

Estes resultados indicam que, nas condi¢des experimentais, os extratos AAq e AH
ndo mostraram efeito agonista ou antagonista sobre os receptores de estrogénio.

Os distarbios endocrinolégicos correlacionados com o fogacho sdo complexos. O
declinio de estradiol ¢ necessario, mas insuficiente para, por si sO, explicar a ocorréncia dos
fogachos nas mulheres menopausadas (Miller 1998).

Os relatos populares das mulheres menopausadas na melhora dos fogachos com a
utiliza¢do de cha de folhas de Morus nigra pode ser relacionada com a agdo de substancias
presentes nessa espécie que possuam agdo em outro mecanismo que ndo o estrogénico,
visto que, nas condicdes analisadas, os extratos aquoso e hexanico dessa espécie nao

tiveram qualquer atividade nos receptores de estrogénio.
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4.2. POUTERIA TORTA (MART.) RADK

Varios estudos t€ém indicado a ocorréncia de hormdnios sexuais de mamiferos (17[3-
estradiol, androsterona, testosterona e progesterona) em plantas (Janeczko and Skoczowski
2005).

O cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil e poucos estudos foram realizados
com espécies naturais desse bioma, o que nos motivou a investigarmos a existéncia de
espécies que possam ter substancias com acao estrogénica. Uma espécie comum do cerrado
e com poucos estudos realizados sobre suas possiveis a¢des bioldgicas ¢ a Pouteria torta
(Mart.) Radlk.

Extratos de diferentes polaridades foram preparados a partir de folhas de P. torta e
testados quanto ao seu possivel efeito estrogénico.

Os extratos aquoso (PTAq), etandlico (PTEtOH) e hexanico (PTH) de Pouteria
torta foram preparados segundo a metodologia j& descrita anteriormente.

O potencial toxico e estrogénico dos extratos de P. torta foram testados utilizando-
se as metodologias de transfec¢do e ensaio de gene reporter em células U937.

O controle positivo estradiol e os extratos de P. torta foram diluidos com o veiculo

DMSO/EtOH (2:3).

4.2.1. Estudo do efeito toxico dos extratos de Pouteria torta para as células U937

Inicialmente foi testado a toxicidade dos extratos de P. torta para as células U937.
Células U937 foram transfectadas com o plasmideo CMV-Luc e tratadas com o veiculo
(DMSO:EtOH) e os extratos aquoso (PTAq), etanolico (PTEtOH) e hexanico (PTH) (40
pg/mL). Um grupo de células foi mantido sem tratamento (controle positivo).

Os resultados indicam que o veiculo e os extratos aquoso, etandlico e hexanico de P.

Torta sao atoxicos para as células U937 (P > 0,05 vs s/trat.), Figura 18.
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Figura 18. Atoxicidade dos extratos aquoso, etandlico e hexanico de Pouteria torta para as
células U937. Células U937 foram transfectadas com 3ug do plasmideo contendo o gene da
luciferase conduzido pelo promotor constitutivo do citomegalovirus (CMV-Luc) e tratadas com o
veiculo (DMSO:EtOH) e com os extratos PTAq, PTEtOH ¢ PTH (40ug/mL). Um grupo foi
mantido sem tratamento (controle positivo). Apds 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada.

As barras representam a média + erro padrdo de no minimo trés experimentos. (P > 0,05 vs s/trat.)

4.2.2. Estudo do efeito agonista de extratos de Pouteria torta sobre a atividade

transcricional mediada pelos ERa e ERf

Estudo da composicdo micromolecular de P. torta demonstrou a presenca de
esteroides nesta espécie (David 1993), o que nos levou a investigar a acdo dos extratos
aquoso (PTAq), hexanico (PTH) e etanolico (PTEtOH) de folhas de P. torta nos receptores
de estrogénio (isoformas o ¢ B).

Como mostrado na Figura 19A (ERa), células tratadas com com E, (controle
positivo) tiveram um aumento na atividade transcricional em 3,19 + 0,29 vezes (P < 0,05 vs
veiculo). Os valores de atividade transcricional do ERa obtidos com os grupos de células
tratados com os extratos aquoso, etandlico e hexdnico de P. torta ndo apresentaram
diferenga estatistica quando comparados ao valor obtido com o grupo de células tratado
somente com o veiculo. Portanto, os extratos aquoso, etandlico e hexanico de P. torta, nas
condicdes experimentais, ndo mostraram acao agonista sobre o ERa (P > 0,05 vs veiculo).

Na Figura 19B (ERp) estda mostrado o efeito dos extratos de P. torta sobre a
atividade transcricional mediada pelo ERB. O estradiol aumentou a atividade do gene

reporter em 2,25 £ 0,12 vezes (P < 0,05 vs veiculo). Os tratamentos com os extratos
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aquoso, etandlico e hexanico de P.torta (40pg/mL), nas condi¢des descritas para esse

estudo, ndo mostraram acao agonista sobre o ERf} (P > 0,05 vs veiculo).
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Figura 19. Auséncia de acdo agonista dos extratos de Pouteria torta sobre a atividade
transcricional mediada por ERa e ERB. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do
plasmideo de expressdo para ERa ou ERP e com 3ug do plasmideo reporter luciferase ERE-Luc As
células foram tratadas por 24 horas com o veiculo (DMSO:EtOH), com o controle positivo
(estradiol 107 mol/L) e com os extratos PTAq, PTEtOH ¢ PTH (40pg/mL). Posteriormente, as
células foram lisadas e reagidas com luciferina. As barras representam a média + erro padréo de no
minimo trés experimentos. A) Células U937 tratadas com os extratos de P.torta ndo aumentaram a
atividade transcricional mediada pelo ERa. (¥*P < 0,05 vs veiculo) B) Células tratadas com os
extratos de P.torta ndo aumentaram a atividade transcricional mediada pelo ERB. (* P < 0,05 vs

veiculo)

4.2.3. Estudo do efeito antagonista de extratos de Pouteria torta sobre a atividade

transcricional mediada pelos ERa e ERf

Como os extratos PTAq, PTEtOH e PTH ndo apresentaram a¢do agonista para ERa
ou ERp, foi decidido investigar a a¢do dos extratos na presenga do estradiol e com isso
verificar uma possivel acdo antagonista.

As células tratadas com com E; (controle positivo) tiveram um aumento de 3,26 +
0,23 vezes (P < 0,05 vs veiculo) na atividade transcricional do ERa e os extratos PTAq,
PTEtOH e PTH, na presenca do estradiol, induziram um aumento na atividade
transcricional em, respectivamente, 3,17 £ 0,29, 3,1 £ 0,67 ¢ 3,91 + 0,57 vezes (P < 0,05 vs

veiculo). Estes resultados, apresentados na Figura 20A, sugerem que os extratos de P. torta
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ndo modificam a atividade transcricional induzida pelo estradiol. Portanto, os extratos
aquoso, etandlico e hexanico de P. torta, nas condi¢des experimentais, ndo tiveram efeito
antagonista sobre o ERa..

Resultados similares foram obtidos quando investigada a acdo dos extratos aquoso e
etandlico sobre a atividade transcricional mediada por ERP (Figura 20B). O estradiol
aumentou a atividade transcricional do ERB em 2,25 + 0,12 vezes (P < 0,001 vs veiculo).
As células tratadas com estradiol na presenca dos extratos aquoso ou etanolico de P. torta
aumentaram a atividade transcricional do ERP em, respectivamente, 1,89 = 0,1 e 1,97 +
0,14 (P < 0,05 vs veiculo). Nao houve diferenca estatistica comparado com o tratamento
com estradiol somente.

Entretanto, as células tratadas com estradiol e extrato hexanico tiveram uma redugao
de 38% na atividade transcricional do ERP} (taxa de ativacao 1,39 + 0,01 contra 2,25 + 0,12
obtida somente com estradiol).

Nas condicdes analisadas nesse estudo os resultados obtidos com a espécie P. torta
sugerem que os extratos aquoso e etandlico ndo apresentam a capacidade de antagonizar o
efeito do estradiol, no entanto, o extrato hexanico contém substincias com a capacidade de
interferir na atividade transcricional induzida pelo estradiol, sugerindo uma acdo

antagonista desse extrato sobre o ERf.
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Figura 20. Efeito antagonista do extrato hexanico de Pouteria torta sobre a atividade
transcricional mediada por ERP e auséncia desse efeito para ERa. Células U937 foram co-
transfectadas com 3ug do plasmideo reporter luciferase que contém o elemento responsivo do ER
(ERE-Luc) e com 2ug do plasmideo de expressao para ERa ou ERB. Células foram tratadas com E,
10"mol/L (controle positivo) e os extratos de P. torta (PTAq, PTEtOH ¢ PTH - 40pug/mL) na
presenca de estradiol (107 mol/L). Apés 24 horas dos tratamentos as células foram lisadas e
adicionada a luciferina. As barras representam a média + erro padrio de no minimo trés
experimentos. A) A atividade transcricional do ERa, induzida pelo estradiol, ndo foi antagonizada
pela adicdo dos extratos PTAq, PTEtOH e PTH (P > 0,05 vs estradiol). B) A atividade
transcricional do ERP, induzida pelo estradiol, foi reduzida em 38% na presenca do extrato
hexanico (PTH) (P < 0,05 vs estradiol). Os extratos PTAq e PTEtOH ndo tiveram efeito

antagonista na atividade transcricional do ERp induzida pelo estradiol (P > 0,05 vs estradiol).

4.2.4. Estudo do efeito antagonista do extrato hexanico de Pouteria torta sobre a

atividade transcricional mediada pelo ERf

Como exposto quando da descricdo das metodologias utilizadas, para avaliar a
diminuicdo transcricional induzida pelo extrato PTH, foram realizados novos ensaios de
transfecgdo sendo utilizados dois plasmideos: &) um quimérico que contém o dominio de
ligacdo ao DNA da B-galactosidase associada ao dominio de ligagdo ao hormdnio do ERf3
(Gal-ERp) e b) o plasmideo reporter Gal-Luc que contém o elemento responsivo do fator
de transcrigdo da B-galactosidase (Gal), conduzindo a expressdo da enzima luciferase. A
mudanga de plasmideo foi para intensificar o sinal de leitura.

Considerando a ativagdo induzida pelo estradiol (controle positivo) como 100%, o
extrato PTH na concentragdo de 10 pg/mL ndo interferiu na atividade transcricional do ER[3

induzida pelo estradiol, uma vez que apresentou um valor de 91% + 3,8, em relacdo ao
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obtido pelo estradiol isoladamente (P > 0,05 vs E,). Por outro lado, quando adicionado em
concentragdes crescentes de 20, 30 e 40ug/mL, o PTH antagonizou o efeito transcricional
induzido pelo estradiol no ERf} que atingiu valores de 54% + 2,7, 51% =+ 3,8 ¢ 39% + 3,7,
respectivamente (P < 0,001 vs E,). Portanto, PTH apresenta um efeito antagonista sobre o

ERp que ¢ dose dependente (Figura 21).
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Figura 21. Efeito antagonista observado com doses crescentes do extrato hexanico de Pouteria
torta sobre a atividade transcricional mediada pelo ER. Células U937 foram co-transfectadas
com 3pg do plasmideo quimérico Gal-ER[} e com 2ug do plasmideo repdrter Gal-Luc. As células
foram tratadas por 24 horas com estradiol (10”7 mol/L) e com doses crescentes de Pouteria torta
misturada com E, A atividade da luciferase foi entdo mensurada. O extrato PTH, nas concentragdes
20, 30 e 40 pg/mL, antagonizou o efeito do estradiol sobre o ERB (* P < 0,001 vs estradiol), o
mesmo nao foi observado com a concentragdo 10 pg/mL de PTH (P > 0,05 vs estradiol). As barras

representam a média =+ erro padrdo de no minimo trés experimentos diferentes.

Em seguida, para determinar o tipo de antagonismo induzido pelo extrato PTH sobre
o ER, foi feita uma curva dose-resposta do estradiol (concentragdes de 10"%a 10° mol/L)
na presenga de uma concentragdo fixa de 40pg/mL do extrato hexanico de P. torta (Figura
22). Esta foi a concentragdo escolhida porque atingiu a inibigdo maxima sobre ER3. Como
pode ser observado, na presenca de PTH o estrogénio, mesmo em alta concentragdo
(10"mol/L), ndo conseguiu induzir uma resposta maxima comparavel a observada com
estrogénio isoladamente mesmo na concentra¢io de 10" 'mol/L. A soma deste resultado
com o observado na figura 21, que avaliou o efeito de estrogénio na concentracdo de
107 mol/L, sugere que o extrato hexanico de Pouteria torta possui atividade antagonista

nao competitiva sobre o ER.
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Figura 22. Curva dose-resposta do estradiol na presenca de PTH. Células U937 foram co-
transfectadas com 3ug do plasmideo quimérico Gal-ER e com 2ug do plasmideo repérter Gal-Luc.
As células foram tratadas por 24 horas com doses crescentes de estradiol (10" a 10°® mol/L) na
presenga ou auséncia de PTH na concentragdo fixa de 40ug/mL. A atividade da luciferase foi entdo
mensurada. Cada ponto representa a média + erro padrdo de trés experimentos. O efeito observado
foi o deslocamento da curva do estradiol na presenga de PTH para baixo, sendo que a resposta
maxima observada somente com o estradiol ndo foi atingida quando o estradiol estava na presenca
de PHT.

Os resultados obtidos nas condi¢des experimentais sugerem que os extratos aquoso
e etandlico de P. torta ndo tém acdo (agonista ou antagonista) sobre a atividade
transcricional mediada por ERa ou ER[, no entanto, o extrato hexanico apresenta um
antagonismo ndo competitivo para o ERP. Essa acdo inibitéria induzida pelo extrato
hexanico nao foi observada para o ERa..

Estrogénios agem como um potente agente mitogénico em um grande niimero de
canceres de mama, e o uso de antagonista de ER ¢ considerado uma terapia endécrina de
grande magnitude para o tratamento da doenca. ERa e ERP sdo expressos em glandulas
mamarias de ratos, sugerindo que ambos os receptores podem ser considerados alvos da
acdo antiestrogénica na mama (Tremblay, Tremblay et al. 1998).

Assim, o isolamento das substancias responsdveis por essa acao abre um campo para
a busca de novos ligantes para o ER} e para o desenvolvimento de novos farmacos para o

tratamento de cancer de mama.
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4.3. PLECTRANTHUS ORNATUS

A familia Lamiaceae compreende varias espécies citadas como potenciais fontes de
compostos antifngicos, antibacterianos e inseticidas (Rasikari, Leach et al. 2005). Poucos
estudos, porém descrevem o fracionamento monitorado por atividades bioldgicas para o
isolamento de compostos associados a usos etnobotanicos das espécies de Plectranthus, que
pertencem a familia Lamiaceae (Lukhoba, Simmonds et al. 2006).

Extratos brutos de P. barbatus mostraram atividade antiinflamatoria no ensaio de
inibicao da ciclooxigenase (COX- 1) (Matu and van Staden 2003).

Alquilcatecoéis obtidos de P. sylvestris mostraram efeito inibitorio dose-dependente
sobre a lipooxigenase em ensaio espectrofotométrico direto (Juch and Ruedi 1997).

Apesar dos poucos testes biologicos realizados com as espécies de Plectranthus,
elas sao extensivamente usadas na medicina popular como alternativa terapé€utica para o
tratamento de doengas do figado e de inflamagdes peitorais. Sdo também usadas com
finalidade de a¢do diurética, analgésica, antibidtica, adstringente e antipirética (Corréa,
Batista et al. 1998).

Estudos mais recentes mostraram que o extrato etanolico bruto e o diterpeno acido
11R*-acetoxicolavénico (23) isolado do extrato hexanico, ambos das folhas de boldinho,
apresentaram acao antinociceptiva (Oliveira, Ferreira et al. 2005).

Partindo desses dados preliminares foi investigado se extratos e substincias
quimicas isoladas de P. ornatus poderiam agir em receptores nucleares, com énfase para a
investigagdo de uma possivel acdo antiinflamatéria mediada pelo receptor de

glicocorticoide (GR).

4.3.1. Estudo do efeito toxico de extratos de Plectranthus ornatus para as células U937.

Testes de toxicidade utilizando o plasmideo CMV-Luc foram realizados com os
extratos hexanico (POH) e etandlico (POEtOH) das folhas de P. ornatus (fornecidos pela
doutoranda Patricia M. Oliveira do Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas
da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil).

Como monstrado na Figura 23, os extratos POH e POEtOH (40pg/mL) nao
apresentaram toxicidade para as células U937. Entretanto, foi observado um aumento na

expressao génica do CMV-luciferase quando as células foram tratadas com POH. Esse
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mesmo estimulo também foi observado quando as células foram tratadas com
dexametasona (Dex) - uma substincia agonista para esse receptor. Provavelmente, a
ocorréncia do aumento na transcri¢ao da luciferase deva-se a ligagdo da dexametasona e
alguma substancia presente no extrato hexanico de P. ornatus no promotor do CMV. O
gene que codifica a luciferase esta ligado ao promotor do CMV, substancias que tenham a

capacidade de se ligarem neste promotor irdo ativar a expressao da luciferase.
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Figura 23. Auséncia de efeito toxico dos extratos de Plectranthus ornatus para as células
U937. Células U937 foram transfectadas com 3pug do plasmideo reporter luciferase conduzido pelo
promotor constitutivo do citomegalovirus (CMV-Luc) e tratadas com dexametasona (10° mol/L) e
com extratos POH e POEtOH (40pug/mL). Um grupo de células foi mantido sem tratamento
(controle positivo). Apos 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. Os extratos POH e
POEtOH néo apresentaram toxicidade para as células U937. Dex e POH estimularam a expressdao
génica do CMV-Luc. As barras representam a média + erro padrdo de no minimo trés experimentos.
(*P < 0,05 vs s/tratamento e * P < 0,05 vs dexametasona)

4.3.2. Estudo do efeito agonista de extratos de P. ornatus sobre a atividade

transcricional mediada pelo GR

Determinada a atoxicidade dos extratos para a maquinaria transcricional das células
U937, foi investigado se os extratos POH e POEtOH apresentavam efeito agonista para o
GR.

Células U937 foram tratadas com os extratos (hexanico e etandlico de P. ornatus -

40pg/mL) e com dexametasona (10 mol/L) (controle positivo). Como se pode observar na
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Figura 24, o tratamento com Dex e POH aumentou a atividade transcricional (P > 0,05 vs
Dex) no GR (taxa de ativagdo com Dex e POH: 2,63 + 0,13 e 2,01 = 0,28,
respectivamente). O extrato etanolico de P. ornatus ndo teve efeito na atividade

transcricional do GR (taxa de ativagao 1,30 £ 0,1).
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Figura 24. Efeito agonista do extrato hexanico de Plectranthus ornatus sobre a atividade
transcricional mediada pelo GR. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do plasmideo de
expressdo do GR e com 3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo do GR ligado ao gene
reporter (GRE-Luc). As células foram tratadas por 24 horas com dexametasona 10 mol/L (controle
positivo) e com os extratos POH e POEtOH (40ug/mL). Apods 24 horas a atividade da luciferase foi
mensurada. As barras representam a média * erro padrao de no minimo quatro experimentos. (*P <
0,05 vs veiculo e “ P > 0,05 vs dexametasona)

O aumento na atividade transcricional do GR induzido na presenga de 40ug/L de
extrato hexanico Plectranthus ornatus sugere a presen¢a de uma ou mais substincias

biologicamente ativas e com a¢@o agonista para o receptor de glicocorticoide.

4.3.3. Estudo do efeito antagonista de extratos de P. ornatus sobre a atividade

transcricional mediada pelo GR

A partir dos resultados encontrados — acdo agonista do extrato hexanico — foi
pesquisada a acdo dos extratos de P. ornatus na presen¢a de dexametasona.
Foram realizados os seguintes tratamentos: somente dexametasona e dexametasona

na presenca de POH ou de POEtOH, todos foram efetivos em aumentar a atividade
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transcricional do GR (2,63 + 0,13, 3,91 + 0,39 e 2,97 + 0,24 vezes, respectivamente).
(figura 25). Entretanto, o valor de ativagdo encontrado no grupo de células que recebeu o
tratamento de dexametasona na presenga de POH foi significativamente maior (P < 0,01 vs
Dex) do que o valor encontrado com o grupo de células tratadas com dexametasona

isoladamente.
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Figura 25. Auséncia de efeito antagonista de extratos de Plectranthus ornatus sobre a
atividade transcricional mediada pelo GR. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do
plasmideo de expressdo do GR e com 3ug do plasmideo que contem o elemento responsivo do GR
ligado ao gene reporter (GRE-Luc). As células foram tratadas por 24 horas com dexametasona 107
mol/L (controle positivo) e com os extratos POH e POEtOH (40upg/mL) na presenga de
dexametasona (10° mol/L). Apés 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras
representam a média + erro padrio de no minimo quatro experimentos. (*P < 0,05 vs veiculo ¢ * P <

0,05 vs dexametasona)

Esse resultado - aumento na atividade transcricional do GR induzida pela Dex na
presenga do extrato hexanico de P. ornatus - chama a atencdo, pois a concentragdo de
dexametasona utilizada nos ensaios (10°mol/L) ja promove a maxima ativac¢do induzida
por esse ligante no GR, como mostrado no ensaio de curva dose-resposta com

dexametasona. (Figura 26)
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Figura 26. Curva dose-resposta de dexametasona no GR. Células U937 foram co-transfectadas
com 3pg do plasmideo repérter GRE-Luc e com 2pug do plasmideo de expressao para GR. As
células foram tratadas por 24 horas com concentracao crescentes de dexametasona. A atividade da

luciferase foi, entdo, mensurada. Cada ponto representa a média + erro padrdo de no minimo trés

experimentos diferentes.

O aumento na atividade transcricional do GR observado com o tratamento de Dex
na presenca de POH pode sugerir que haja uma ligagdo inespecifica do POH no promotor
do GRE-Luc (promotor minimo da timidina quinase), ou ainda, que possa haver alguma
substancia presente no extrato com agao na conformagao do receptor proporcionando uma
maior exposi¢do do sitio de ligacdo para a substancia agonista ou proporcionado uma maior

ligagdo com os co-ativadores.

4.3.4. Estudo do efeito agonista do extrato hexanico de Plectranthus ornatus sobre a

atividade transcricional mediada pelos ERa e ERp

Foi avaliado também se o extrato POH (40 pg/mL) poderia ter alguma agdo sobre a
atividade transcricional mediada pelos receptores de estrogénio (ERa e ERP). Como
mostrado na Figura 27, quando comparado com o veiculo, a ativagdo transcricional em
presenca de E, e POH foi de 4,26 + 0,22 e 1,15 + 0,36 vezes, respectivamente, para o ERa
e 4,36 £ 0,14 ¢ 0,67 = 0,08 vezes, respectivamente, para o ERB. Os resultados indicam,
portanto, que nas condigdes analisadas nesse estudo o extrato hexanico de P. ornatus nao

possui substancia com agao agonista sobre os receptores de estrogénio alfa e beta.
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Como comentado anteriormente, os elementos responsivos dos receptores de
estrogénios e de glicocorticoide estdo insertidos no promotor minimo da timidina quinase.
Portanto, o aumento da atividade transcricional observado com o tratamento de
dexametasona na presenga de POH em relagdo ao tratamento apenas com dexametasona
para o GR, ndo pode ser explicado pela presenca de alguma substancia no POH que se ligue
ao promotor do elemento responsivo do GR, se isso fosse verdade deveria ser observado o

mesmo efeito nos recepores de estrogénios.
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Figura 27. Auséncia de efeito agonista do extrato hexanico de Plectranthus ornatus sobre a
atividade transcricional mediada pelo ERa e ERB. Células U937 foram co-transfectadas com
2pg dos plasmideos de expressdo para ERo ou ER e com 3pg do plasmideo reporter ERE-Luc. As
células foram tratadas com o veiculo, com estradiol 10 'mol/L (controle positivo) e com POH (40
pg/mL). Apds 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras representam a média +

erro padrdo de no minimo quatro experimentos. (*P < 0,01 vs veiculo)

4.3.5. Estudo do efeito antagonista do extrato hexanico de Plectranthus ornatus sobre a

atividade transcricional mediada pelos ERa e ER

Como o extrato hexanico de folhas de boldinho ndo apresentou efeito agonista para
os receptores de estrogénio alfa e beta, investigou-se se esse extrato poderia ter algum
efeito antagonista para esses receptores.

A taxa de ativagdo transcricional do ERa na presenga de E2 foi de 4,26+0,22. A

adi¢do do extrato hexanico de P. ornatus - POH - (em presenca do E2) ndo diminuiu a taxa

82



de ativagdo (4,36 +£ 0,11). Em ERp as taxas de ativagdo com E2 somente e E2 na presenca
de POH foram 4,36 + 0,14 ¢ 4,36 = 0,11, respectivamente.

Os valores encontrados na atividade transcricional nos grupos de células tratadas
somente com E, e com E; na presenca de POH, ndo apresentaram diferenca estatistica,
tanto para ERa como para ER (P > 0,05 vs estradiol). Os resultados estdo apresentados na
Figura 28.

Esses resultados indicam que a mistura do extrato hexanico de P. ornatus com
estradiol ndo modifica a atividade transcricional exibida pelo estradiol. Portanto, nas
condicdes experimentais, ndo houve efeito antagonista de POH sobre os receptores de

estrogénio (isoformas alfa e beta).
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Figura 28. Auséncia do efeito antagonista do extrato hexanico de Plectranthus ornatus sobre a
atividade transcricional mediada pelo ERa e ERB. Células U937 foram co-transfectadas com
2pg dos plasmideos de expressdo para ERo ou ER e com 3pug do plasmideo reporter ERE-Luc. As
células foram tratadas com o veiculo, com estradiol 10”"mol/L (controle positivo) e com estradiol na
presenca de POH (40pg/mL). Apds 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras

representam a média + erro padrdo de no minimo quatro experimentos. (¥*P < 0,01 vs veiculo).
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4.3.6. Estudo do efeito toxico dos constituintes quimicos isolados do extrato hexanico

de folhas de Plectranthus ornatus para as células U937

Uma vez que o extrato hexanico de P. ornatus (POH) teve uma ag¢do agonista no
receptor de glicocorticdide, foi investigado se os constituintes quimicos isolados desse
extrato (28, 26/ 27) pdderiam ser os responsaveis por esse efeito.

Inicialmente foi testado o potencial téxico dos diterpenos _, isolados de
POH, para a maquinaria transcricional das células. Células U937 foram transfectadas com o
plasmideo CMV-Luc e tratadas com o veiculo usado para a diluicdo dos diterpenos
(DMSO:EtOH) e com os diterpenos 23, 26 e 27 (10°mol/L). Para o controle positivo um
grupo de células foi mantido sem tratamento. Nao houve diferenca estatistica nos valores de
ativagdo encontrados para o veiculo e para os diterpenos de P. ornatus (23, 26 e 27) quando
comparados os valores encontrados para o grupo de células que ndo sofreram tratamento (P
> 0,05 vs s/tratamento). Assim, o veiculo e os diterpenos sdao atdxicos para as células U937

(Figura 29).
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Figura 29. Auséncia de efeito toxico dos constituintes quimicos isolados do extrato hexanico de
Plectranthus ornatus para as células U937. Células U937 foram transfectadas com 3ug do
plasmideo reporter luciferase conduzido pelo promotor constitutivo do citomegalovirus (CMV-Luc)
e tratadas com o veiculo (DMSO/EtOH 2:3) e com os diterpenos 23, 26 ¢ 27 (10°mol/L). Um grupo
de células foi mantido sem tratamento (controle positivo). Apos 24 horas a atividade da luciferase
foi mensurada. As barras representam a média + erro padrdo de no minimo trés experimentos. (P >

0,05 vs sem tratamento)
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4.3.7. Estudo do efeito agonista dos constituintes quimicos isolados do extrato

hexénico de Plectranthus ornatus sobre a atividade transcricional mediada pelo GR

Determinada a atoxicidade dos diterpenos isolados do extrato POH para as células
U937 foi investigada, entdo, a acdo deles sobre a atividade transcricional mediada pelo GR.
Como montrado na Figura 30, quando comparado com o veiculo, a dexametasona
(10'6mol/L) promoveu um aumento na atividade transcricional de 2,64 £ 0,18 vezes (P <
0,001 vs veiculo). Os diterpenos 23, 26 e 27 nao tiveram efeito na atividade transcricional
do GR, uma vez que a taxa de ativagdo foi igual ao do controle (grupo de células tratadas
somente com o veiculo) (P > 0,05 vs veiculo). Assim sendo, testados isoladamente e com a
concentragado fixa de 10'6m01/L, os compostos 23, 26 e 27, isolados do extrato hexanico de

P. ornatus, ndo apresentaram agado agonista sobre o GR.
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Figura 30. Auséncia de efeito agonista dos constituintes quimicos isolados do extrato hexanico
de Plectranthus ornatus para o GR. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do plasmideo
de expressdo do GR e com 3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo do GR ligado ao
gene reporter (GRE-Luc). As células foram tratadas por 24 horas com o veiculo, com a
dexametasona 10°mol/L (controle positivo) e com os constituintes quimicos isolados de extrato
hexanico de P. ornatus, 23, 26 ¢ 27 (10°mol/L). Apods 24 horas a atividade da luciferase foi
mensurada. As barras representam a média * erro padrdo de no minimo quatro experimentos. (*P <

0,001 vs veiculo)

85



4.3.8. Estudo do efeito antagonista dos constituintes quimicos isolados do extrato

hexénico de Plectranthus ornatus sobre a atividade transcricional mediada pelo GR

Como mostrado na Figura 31, os diterpenos 23, 26 ¢ 27, na presenga de
dexametasona (Dex) ndo foram capazes de antagonizar o efeito produzido somente pela
Dex (taxa de ativagdo dos diterpenos 23, 26 e 27 - 3,35 £ 0,36, 3,18 + 0,55 e 3,22 + 0,60,
respectivamente) (P > 0,05 vs Dex). A taxa de ativagdo da Dex foi de 2,64 + 0,18 (P < 0,05
vs veiculo).

Estes resultados indicam que os constituintes quimicos isolados do extrato hexanico
de Plectranthus ornatus na presenga de dexametasona ndo modificam a atividade
transcricional exibida somente pela dexametasona e, portanto, testados isoladamente e na
concentragido de 10 mol/L, eles ndo apresentam efeito antagonista sobre o receptor de

glicocorticoide.

Taxa de Ativacio

Figura 31. Auséncia de efeito antagonista dos constituintes quimicos isolados do extrato
hexanico de Plectranthus ornatus para o GR. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do
plasmideo de expressao para GR e com 3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo para o
GR ligado ao gene reporter da luciferase - GRE-Luc. As células foram tratadas com o veiculo
(DMSO:EtOH), com o controle positivo (dexametasona - 10°mol/L) e com os diterpenos 23, 26 e
27 (10°mol/L) na presenca de dexametasona (10°mol/L). Apds 24 horas a atividade da luciferase
foi mensurada. As barras representam a média + erro padrdo de no minimo trés experimentos. (*P <
0,05 vs veiculo)
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Assim, nas condi¢gdes experimentais, 0 aumento da atividade transcricional do GR,
observado no grupo de células tratadas com o extrato hexanico (POH) e com dexametasona
na presenca de POH, ndo foi induzido pelos diterpenos (23, 26 ¢ 27) isolados desse extrato.

Muitas vezes a acdo biologica observada com extratos de plantas deve-se a uma
acdo sinérgica de varios constituintes quimicos presente no extrato. Futuros experimentos
deverdo ser realizados com o extrato hexanico e com os diterpenos juntos para tentar
identificar o responsavel, ou responsaveis, pelo aumento na atividade transcricional do GR
e também por qual mecanismo esse aumento da atividade transcricional do GR esta
ocorrendo.

Um fato importante ¢ que os experimentos sugerem a presenca de uma ou mais
substancias com acdo agonista para o receptor do glicocorticéide, confirmando o uso
popular de Plectranthus ornatus como antiinflamatorio. Os resultados apresentados nesse
estudo abrem um vasto campo de pesquisa na identificagdo de novas substincias com

potencial antiinflamatdrio nessa espécie.

4.4 IPOMOEA CAIRICA (L.) SWEET

Apesar de a espécie I. cairica, integrante da familia Convolvulaceae, ser comum em
varias partes do mundo, hé poucos estudos sobre sua agdo biologica.

Foi entdo investigado se o extrato etanolico das partes aéreas de l. cairica e
substancias isoladas a partir desse extrato poderiam apresentar uma ac¢do sobre os
receptores de estrogénio, visto que essa familia possui esteréides como um fitoconstituinte
(Lima and Braz-Filho 1997).

O potencial estrogénico e toxico do extrato e substancias isoladas de |. cairica foi
testado utilizando-se a metodologia de transfec¢do e ensaio de gene reporter em células

U937.

4.4.1. Estudo do efeito toxico de Ipomoea cairica para as celulas U937

O controle da atividade toxica do extrato etanolico de I. cairica (ICEtOH) para a
magquinaria transcricional das células U937 foi realizado utilizando o plasmideo CMV-Luc.
Como pode ser observado na Figura 32, a adi¢do de 40ug/mL do extrato etandlico

de I. cairica nao apresentou efeito toxico para as células U937.
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Figura 32. Auséncia de efeito toxico do extrato de Ipomoea cairica para as células U937.
Células U937 foram transfectadas com 3ug do plasmideo reporter luciferase conduzido pelo
promotor constitutivo do citomegalovirus (CMV-Luc) e tratadas com o veiculo (DMSO:EtOH) e
com o extrato ICEtOH, (40ug/mL). Um grupo foi mantido sem nenhum tratamento (controle
positivo). Apos 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras representam a média +

erro padrdo de no minimo trés experimentos. (P > 0,05 vs s/tratamento)

4.4.2. Efeito agonista de Ipomoea cairica sobre a atividade transcricional mediada
pelos ERa e ERp

Partindo da informagdo da existéncia de esterdides na familia Convolvulaceae foi
investigado se o extrato etandlico dessa espécie (ICEtOH) poderia ter uma agao sobre ERa
e ERp.

Como pode ser observado na Figura 33, células tratadas com E, (controle positivo)
tiveram um aumento na atividade transcricional em 2,74 + 0,14 vezes (P < 0,001 vs
veiculo) para o ERa e 2,74 + 0,26 vezes (P < 0,05 vs veiculo) para o ERB. Nao foi
observada alteragdo na atividade transcricional de ERa ou ERB quando as células foram
tratadas com a concentacao de 40ug/mL de ICEtOH (P > 0,05 vs veiculo). Estes resultados
indicam que o extrato etandlico de I. cairica, nas condigdes experimentais, ndo mostrou

efeito agonista sobre o ERa e ER[.
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Figura 33. Auséncia de efeito agonista do extrato de Ipomoea cairica sobre a atividade
transcricional mediada pelos receptores de estrogénio ERa. e ERB. Células U937 foram co-
transfectadas com 2ug do plasmideo de expressao para ERa ou ERB e com 3ug do plasmideo que
contém o elemento responsivo para o ER ligado ao gene repérter da luciferase - ERE-Luc. As
células foram tratadas com o veiculo (DMSO:EtOH), com o controle positivo (estradiol 107mol/L)
e com o extrato etandlico de folhas de I. cairica (40pg/mL). Apos 24 horas a atividade da luciferase
foi mensurada. As barras representam a média * erro padrdo de no minimo trés experimentos. (*P <
0,05 vs veiculo)

4.4.3. Estudo do efeito antagonista de extratos de Ipomoea cairica sobre a atividade

transcricional mediada pelos ERa e ER

Uma vez que o extrato etandlico de |. cairica ndo apresentou a¢do agonista para
ERa ou ER(, foi investigada a acdo desse extrato na presenga do estradiol para ser
verificada uma possivel acao antagonista.

O E; (controle positivo) aumentou a atividade transcricional do ERa em 2,8 + 0,42
vezes (P< 0,001 vs veiculo) e 2,74 + 0,27 vezes (P < 0,01 vs veiculo) para o ERB. O
aumento na atividade transcricional induzida pelo ICEtOH na presenga de E, foi de 1,92 +
0,33 vezes (P < 0,01 vs veiculo e P < 0,01 vs E; ) para o ERa e de 3,38 + 0,83 vezes (P <
0,05 vs veiculo) para o ERp (figura 34).

89



%
4 -
8
=
E - : :
- i
o #
3]
= -
0 -
'd§ % x% *C:§3 Q;ﬂ‘ 'CCF'r"'
o Q o
: & ) &
3 ~
ER.a EES

Figura 34. Atividade antagonista do extrato de Ipomoea cairica sobre a atividade
transcricional mediada por ERa e auséncia desse efeito sobre o ERB. Células U937 foram co-
transfectadas com 3ug do plasmideo que contem o elemento responsivo do ER ligado ao gene
reporter luciferase (ERE-Luc) e com 2ug do plasmideo de expressdo para ERa ou ERpB. Células
foram tratadas com E, 10"mol/L (controle positivo) e com o extrato etandlico de I. cairica (ICEtOH
- 40pg/mL) na presenca de estradiol (107 mol/L). Apds 24 horas as células foram lisadas e reagidas
com luciferina. As barras representam a média £ erro padrio de no minimo trés experimentos
diferentes. (*P < 0,05 vs veiculo ¢ “P < 0,01 vs E,)

O efeito obtido, no grupo de células tratadas com E, na presenca do ICEtOH, foi
uma diminui¢do na atividade transcricional mediada pelo ERa quando comparadas ao
grupo tratado somente com E, . Ha, portanto a indicagdo de um efeito antagonista desse
extrato sobre o ERa. O mesmo extrato na presenca de E; ndo mostrou efeito antagonista
para o ER(.

Foi testada a agdo das substancias obtidas a partir do extrato etanolico de I.
cairica: traquelogenina (29), arctigenina (28), acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (30) e acido
4,5-di-O-cafeoilquinico (31) sobre os receptores de estrogénio (isoformas o e [3) para
investigar se foram elas as responsdveis pelo efeito antagonista observado com o extrato

etanolico de I. cairica sobre o ERa.
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4.4.4. Estudo do efeito toxico das substéancias 29, 28, 31 e 30 de Ipomoea cairica para as
células U937

Inicialmente foi testada a toxicidade das substancias isoladas do extrato etanolico de
Ipomoea cairica (29, 28, 31 e 30 ) na concentagdo de 40pg/mL para as células U937. Para
tanto, foi realizada uma transfec¢do com o plasmideo CMV-Luc.

A Figura 35 mostra a ativagdo induzida no grupo de células tratadas com as
substancias que foi igual a ativac¢do obtida no grupo nao submetido a nenhum tratamento (P
> 0,05 vs s/tratamento). Assim, as substancias na concentracao testada foram atdxicas para

as células U937.
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Figura 35. Auséncia de efeito toxico das substancias _isoladas de Ipomoea cairica
para as células U937. Células U937 foram transfectadas com 3ug do plasmideo que contém o gene
de expressdo para a luciferase conduzido pelo promotor constitutivo do citomegalovirus (CMV-
Luc) e tratadas com o veiculo (DMSO:EtOH) e com as substancias _ (40pg/mL). Um
grupo foi mantido sem nenhum tratamento (controle positivo). Apos 24 horas a atividade da
luciferase foi mensurada. As barras representam a média + erro padrdo de no minimo trés

experimentos. (P > 0,05 vs s/tratamento)
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4.4.5. Estudo do efeito agonista das substancias 29, 28, 31 e 30/isoladas de Ipomoea

cairica sobre a atividade transcricional mediada pelo ERa

Determinada a atoxicidade das substancias isoladas do extrato etandlico para as
células U937, foi investigado se as mesmas poderiam ter acdo sobre os receptores de
estrogénio e serem as responsaveis pelo efeito antagonista sobre o ERa.

Células U937 foram tratadas com as substancias _(40ug/mL) e
estradiol (10 mol/L). Como pode ser observado na Figura 36, as células tratadas com
estradiol apresentaram um aumento na atividade do ERa em 2,75 + 0,07 vezes (P < 0,01 vs
veiculo). Os compostos _induziram um aumento na resposta transcricional do
ERa de 1,90 + 0,11, 2,35 + 0,06, 1,70 = 0,25 e 2,02 = 0,10 vezes, respectivamente (P <
0,01 vs veiculo e P < 0,05 vs estradiol). O aumento na resposta transcricional do ERa
obtido na presenca das substancias foi inferior ao obtido com o E, mas superior a resposta

basal. Logo, todas as substancias, _ tiveram efeito agonista para ERa..
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Figura 36. Efeito agonista das substancias _ isoladas de Ipomoea cairica sobre a
atividade transcricional mediada pelo ERa. Células U937 foram co-transfectadas com 2ug do
plasmideo de expressdo para ERa e com 3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo para
o ER ligado ao gene reporter da luciferase - ERE-Luc. As células foram tratadas com veiculo
(DMSO:EtOH), com controle positivo (estradiol 10'mol/L) e com as substancias _
(40pg/mL). Apos 24 horas, a atividade da luciferase foi mensurada. As barras representam a média

+ erro padrdo de no minimo trés experimentos. (*P < 0,01 vs veiculo e # P < 0,05 vs estradiol)
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4.4.6. Estudo do efeito antagonista das substancias 29,28, 31 € 30Jisoladas de Ipomoea

cairica sobre a atividade transcricional mediada pelo ERa

A partir dos resultados encontrados - a¢io agonista das substancias 29, 28,3130 -,
foi pesquisada a a¢do dessas substancias na presenga do estradiol.

O estradiol isolado induziu um aumento de 2,69 + 0,03 vezes (p < 0,01 vs veiculo) e
as substancias (concentracdo de 40pg/mL) na presenga de estradiol induziram um aumento
de 2,81 = 0,17, 2,66 = 0,09, 3,12 + 0,54 e 3,17 £ 0,27 vezes, respectivamente.
Estatisticamente ndo foi observada diferenga entre os resultados encontrados (P > 0,05 vs
estradiol). Portanto, nas condi¢des analisadas nesse estudo, as substincias testadas nao
apresentaram a capacidade de antagonisar o efeito do estradiol sobre o ERa. Os resultados

estdo apresentados na Figura 37.
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Figura 37. Auséncia de efeito antagonista das substancias _ isoladas de Ipomoea
cairica sobre a atividade transcricional mediada por ERa. Células U937 foram co-transfectadas
com 3pug do plasmideo que contém o elemento responsivo do ER ligado ao gene reporter luciferase

(ERE-Luc) e com 2ug do plasmideo de expressdo para ERa. Células foram tratadas com E,

107mol/L (controle positivo) e com as substincias _(40ug/mL) na presenga de
estradiol (10"mol/L). Apds 24 horas, as células foram lisadas e reagidas com luciferina. As barras

representam a média + erro padrio de no minimo trés experimentos diferentes. (‘P < 0,01 vs

veiculo)
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4.4.7. Estudo do efeito agonista das substancias 29, 28, 31 e 30/isoladas de Ipomoea
cairica sobre a atividade transcricional mediada pelo ERp

Foi avaliado também se as substancias _(40 pg/mL) poderiam ter
alguma a¢ao sobre a transcrigdo génica mediada pelo receptor de estrogénio ER.

Como mostrado na Figura 38, quando comparadas com o veiculo, as células
tratadas com E, induziram uma ativacao de 2,86 + 0,39 vezes (P < 0,01 vs veiculo) e as
tratadas com as substancias induziram uma ativacao de 1,79 + 0,3 (29), 1,71 + 0,07 (28),
1,25 £ 0,17 (31) e 1,64 £ 0,1 (30) vezes (P > 0,05 vs veiculo), ativacdes essas que nao
apresentaram diferenca estatistica quando comparadas a ativa¢do induzida pelo veiculo.
Portanto, essas substincias nas condig¢des analisadas ndo apresentaram efeito agonista sobre

o ERp.
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Figura 38. Auséncia de efeito agonista das substancias _ isoladas de Ipomoea
cairica sobre a atividade transcricional mediada pelo ERB. Células U937 foram co-transfectadas
com 2ug do plasmideo de expressdo para ERP e com 3ug do plasmideo que contém o elemento
responsivo para o ER ligado ao gene repérter da luciferase - ERE-Luc. As células foram tratadas
com veiculo (DMSO:EtOH), com controle positivo (estradiol 10'mol/L) e com as substancias .

(40ug/mL). Apds 24 horas a atividade da luciferase foi mensurada. As barras

representam a média + erro padrao de no minimo trés experimentos. (*P < 0,01 vs veiculo)
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4.4.8. Estudo do efeito antagonista das substancias 29,28, 31 e 80 isoladas de Ipomoea

cairica sobre a atividade transcricional mediada pelo ERp

As substancias _ ndo apresentaram efeito agonista para o ERp, foi
investigado, portanto, se poderiam ter algum efeito antagonista para esse receptor.

Células U937 tratadas apenas com estradiol, quando comparado com o veiculo,
tiveram um aumento da atividade transcricional do ERP} em 2,86 + 0,39 vezes (P < 0,01 vs
veiculo). A ativag¢do transcricional do ERP na presenca de estradiol e também das
substancias _ na presenga de estradiol foram: 4,77 + 0,23 vezes (P < 0,05 vs
E»), 4,2 + 0,48 vezes (P > 0,05 vs E,), 3,95 + 0,68 vezes (P > 0,05 vs Ey) e 5,58 + 0,02
vezes (P < 0,05 vs E,), respectivamente.

Interessante notar que as substancias 29 e 30 mostraram a capacidade de intensificar
a atividade transcricional induzida pelo estradiol sobre o ERP. Os resultados estdo

mostrados na Figura 39.
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Figura 39. Auséncia de efeito antagonista das substancias _isoladas de Ipomoea
cairica sobre a atividade transcricional mediada por ER. Células U937 foram co-transfectadas
com 3ug do plasmideo que contém o elemento responsivo do ER ligado ao gene reporter luciferase
(ERE-Luc) e com 2ug do plasmideo de expressio para ERP. Células foram tratadas com
E, 10"mol/L (controle positivo) e com as substancias _(40ug/mL) na presenga de
estradiol. Apos 24 horas as células foram lisadas e reagidas com luciferina. As barras representam a
média % erro padrio de no minimo trés experimentos diferentes. (P < 0,01 vs veiculo e “P < 0,05 vs

estradiol)
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Como conclusdo dos experimentos realizados foi verificado que a atividade
transcricional induzida pelo estradiol no ERa foi antagonizada na presenga do extrato
etandlico de 1. cairica (ICEtOH). As substancias 29, 28, 31 € 30 (isoladas do ICEtOH), nas
condicdes testadas, ndo foram as responsaveis por esse efeito. Pelo contrario, todas essas
substancias, quando tiveram suas ac¢des analisadas separadamente, mostraram agdo agonista
sobre o ERa.. As substancias 29 e 30 foram ainda capazes de intensificar a acdo do estradiol
sobre o ER.

O aumento na atividade transcricional induzido pelo estradiol no ER[} na presenga
das substancias 29 e 30 precisa ser mais investigado para identificar o mecanismo
envolvido nesse efeito, visto que a concentragdo de estradiol usado nos experimentos
(10"mol/L) ja é suficiente para induzir a ativagio maxima no ERP.

Pode-se inferir que essa resposta - aumento da atividade transcricional do ERf
observado com o tratamento de estradiol na presenga de 29 e 30 - deve-se a acdo das
substancias na conformacao do receptor, proporcionando uma maior exposi¢ao do sitio de

ligag@o para substancias agonistas ou proporcionando uma maior liga¢do de co-ativadores.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O Brasil possui uma grande variedade de plantas superiores. A maioria dessas
espécies ¢ usada pelo ser humano como fonte de alimento, de matéria-prima para
construcdo, de medicamentos para cura de enfermidades ou de aromatizantes.

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovagdo de suas propriedades farmacolédgicas, as quais sdo propagadas por
usuarios e/ou comerciantes (Veiga Jr and Pinto 2005).

O conhecimento tradicional de grupos sociais que fazem uso das plantas ¢ uma fonte
essencial para a descoberta dos principios ativos (substincias capazes de exercer uma agao
de cura) responsaveis pelo combate a doengas. Cabe a comunidade cientifica a investigagao
desse conhecimento e uso popular.

Os receptores nucleares estdo envolvidos direta e indiretamente em varias
patologias. Os avancos nas técnicas quimicas e bioldgicas permitiram a identificagdo de
varias substancias de origem vegetal com atividade nos receptores nucleares. Dessa forma,
compostos isolados de plantas podem representar uma nova alternativa terapéutica para o
tratamento de diversas patologias, como por exemplo, osteoporose, depressao, diabetes,
canceres de utero, endométrio € mama.

Além do potencial econdmico, o estudo de novos compostos com atividade em
receptores nucleares certamente aumentara nossa compreensdo sobre a biologia e os
mecanismos de acdo desses receptores. Também ¢ importante notar que a descoberta de
espécies vegetais com propriedades de ativagdo ou de bloqueio da ag¢do de receptores
nucleares trard um novo foco de interesse da industria farmacéutica para a area de produtos
naturais.

As espécies aqui estudadas, Morus nigra, Pouteria torta, Plectranthus ornatus e
Ipomoea cairica tém uso comum na medicina popular do Brasil e suas agdes ainda ndo sdo
conhecidas nos receptores nucleares.

Em varias regides do Brasil o cha de folhas de Morus nigra ¢ usado por mulheres
menopausadas como repositor hormonal e para alivio dos sintomas decorrentes dessa fase
(principalmente os fogachos). Até o presente momento essas agdes bioldgicas associadas a
Morus nigra ndo foram elucidadas. Considerando que a reposi¢do hormonal e o tratamento
dos sintomas da menopausa sdo realizados com substancias de agdo estrogénica, foi
investigado no presente estudo se extratos de folhas de Morus nigra poderiam ter agdo

sobre os receptores de estrogénio (isoformas a e f3).
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Os resultados obtidos com o uso da metodologia de transfec¢do e ensaio de gene
reporter sugerem que nas condi¢des avaliadas, os extratos aquoso e hexanico de Morus
nigra sdo atoxicos para as células U937, no entanto o extrato etandlico dessa espécie
mostrou-se toxico para as células e ndo foi utilizado nos estudos posteriores com os
receptores estrogénicos.

Nao foi observada, em nossos resultados, agdo dos extratos aquoso e hexanico de
M. nigra sobre o ERa ¢ ERp. Portanto, nas condigdes experimentais desse estudo, ndo foi
comprovada a presenca nesses extratos de substancias com agdo estrogénica que justifique
o uso dessa espécie como repositor hormonal. No entanto, o uso de M. nigra no alivio dos
fogachos (principal sintoma relatado por mulheres na menopausa), deve ser objeto de
futuras investigacdes, pois os distirbios endocrinolégicos correlacionados com esse
sintoma sdo complexos e, como ja citados, o declinio do estrogénio ¢ necessario, mas
insuficiente para explicar sua ocorréncia. Especula-se também que a causa dos fogachos
seja decorrente de uma disfungdo do centro de controle de temperatura do corpo e também
de alteragdes do hormdnio luteinizante. Consequentemente, os resultados sugerem que, se a
Morus nigra for capaz de reduzir os fogachos, a auséncia de efeito estrogénico observada
nesse estudo permitiria sua utilizagdo como uma alternativa terapéutica para mulheres que
se encontrem na menopausa € tenham propensao ao desenvolvimento de cancer de mama,
0s quais em sua maioria sdo dependentes do estrogénio. Novos estudos sdo necessarios para
esclarecer esta questao.

A Pouteria torta é uma espécie comum do cerrado ¢ com poucos estudos sobre suas
possiveis agdes biologicas, o que motivou o presente estudo de sua agao sobre os receptores
de estrogénio.

O resultado do estudo de toxicidade dos extratos de Pouteria torta (aquoso,
etandlico e hexanico) mostrou que eles sdo atoxicos para as células U937, possibilitando a
pesquisa de suas ac¢des nos receptores de estrogénio. Nas condi¢des avaliadas nesse estudo,
os extratos aquoso e etandlico ndo apresentaram agao agonista ou antagonista sobre ERa e
ERP. No entanto, os resultados encontrados sugerem que o extrato hexanico possui uma
acdo antagonista ndo competitiva para o ER[, pois o esse extrato mostrou-se capaz de inibir
o aumento transcricional induzido pelo estradiol no ER. Essa acdo antagonista do extrato
hexanico de P. torta nao foi observada para o ERa..

O ERP ¢ um alvo terapéutico no controle de varias patologias, como depressao,

hipertensdo, canceres de prostata e mama, entre outras. A descoberta de substancias que
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atuem nesse receptor desperta grande interesse ndo somente pela descoberta de novos
ligantes para o ERP} como também para o desenvolvimento de novos farmacos.

Ha varios relatos do uso de espécies de Plectranthus na medicina popular, sendo
que a maioria desses usos terapéuticos nao possui estudos cientificos que os comprovem.

Um estudo realizado com P. barbatos demonstrou a presenca de substiancias com
atividade antiinflamatoria e estudos recentes realizados com P. ornatus demonstraram
atividade antinociceptiva. Esses resultados motivaram a realizacdo dos presentes estudos
para investigar a possivel acdo antiinflamatoria mediada pelo receptor de glicocorticdide de
extratos e substancias isoladas dessa espécie.

Os resultados obtidos nas condi¢des experimentais deste trabalho mostrou que os
extratos hexanico e etandlico de P. ornatus e os fitoconstituintes isolados do extrato
hexanico - 23, 26 e 27 ndo apresentaram ag¢do toxica para as células U937. Nas condigdes
experimentais, os resultados encontrados nos experimentos sugerem que as substancias
isoladas e o extrato etandlico ndo apresentaram nenhuma atividade sobre o GR e o extrato
hexanico demonstrou possuir substancias com agdo agonista sobre o GR. Além disso, ¢
importante relatar que esse extrato foi capaz de intensificar a resposta da atividade
transcricional induzida pela dexametasona no GR. A substancia e o mecanismo pelo qual
ocorreu essa intensificacdo da resposta da dexametasona até o presente momento nao foram
esclarecidos. Ensaios posteriores deverdo ser realizados para esclarecer esse resultado. Foi
também avaliada a acdo estrogénica do extrato hexanico de P. ornatus, sendo verificado
que esse extrato, nas condigdes anlisadas, ndo possui nenhuma a¢io agonista ou antagonista
sobre ERa e ER.

Os achados no presente trabalho - agdo agonista sobre o receptor de glicocorticoide -
corroboram com o uso popular de Plectranthus ornatus como antiinflamatério. Estudos
futuros deverdo ser realizados para tentar identificar as substincias responsaveis por essa
acdo agonista sobre o GR, o que pode levar ao desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento de processos inflamatorios.

A lpomoea cairica possui varias indicagdes de seu uso com finalidade terapéutica
na medicina popular (anti-reumdtico, purgativo e antiinflamatério), mas poucos testes
bioldgicos foram realizados com essa espécie. Sabe-se que a familia a qual pertence essa
espécie, a Convolvulaceae, apresenta varios fitoconstituintes com potencial bioldgico como,
por exemplo, flavonodides e esterdides. A partir dessas informagdes, foi investigada a agcdo

estrogénica do extrato etanolico e fitoconstituintes isolados desse extrato (29, 28, 31 e 30).
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O extrato etandlico e as substiancias 29, 28, 31 e 30 isoladas desse extrato
mostraram-se atoxicos para as células U937. Os estudos de suas agdes sobre ERa e ERP
mostraram que o extrato etandlico ndo apresentou agdo sobre o ER[P, mas foi capaz de
antagonizar o efeito do estradiol em sua agdo sobre o ERa.. Desta maneira, nas condigdes
experimentais, o extrato etandlico de Ipomoea cairica contém substincias com
propriedades antagonistas para esse receptor. Todos os fitoconstituintes testados (29, 28, 31
e 30) isolados de I. cairica apresentaram agdo agonista para o ERa, sendo que os
fitoconstituintes 28 e 30 foram capazes ainda, quando na presenga de estradiol, de
intensificarem sua acgdo sobre esse receptor. O mecanismo pelo qual os fitoconstituintes 28
e 30 foram capazes de intensificar agdo do estradiol ndo foi elucidado neste estudo e testes
posteriores deverao ser realizados.

Os achados demonstram que o potencial terapéutico dessa espécie ¢ enorme. O
efeito antagonista induzido no ERa pelo extrato etandlico de Ipomoea cairica abre um
grande campo para a pesquisa de novas substancias que possam ser usadas nos tratamentos
de hiperplasia benigna de prostata, de canceres de mama e de utero (Gustafsson 2003).

O efeito agonista verificado com as substancias isoladas do extrato etanolico (29,
28, 31 e 30) para o ERa indica um grande potencial de essas substancias serem utilizadas
para o tratamento de reposi¢do hormonal em mulheres menopausadas, para prevencao da
osteoporose e doengas degenerativas do sistema nervoso central, como Alzheimer
(Gustafsson 2003).

Em resumo verifica-se que, nas condigdes experimentais, das quatro espécies
pesquisadas no presente trabalho, trés apresentaram atividade em receptores nucleares,
sendo que a Pouteria torta, e a Ipomoea cairica apresentaram agdo estrogénica ¢ a
Plectranthus ornatus apresentou agéo sobre o receptor de glicocorticoide.

Dessa forma, espera-se que os resultados aqui apresentados possam aumentar o
conhecimento cientifico sobre a acdo de espécies vegetais de nossa flora, utilizadas com
finalidade teraputica e que essas informagdes contribuam ndo somente para o
descobrimento de novos ligantes para os receptores nucleares, como também para o
descobrimento de novos farmacos que tenham sua agdo modulada pelos receptores de

estrogénios e de glicocorticoide.
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