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RESUMO 

 

 

 
As furanocumarinas lineares ou psoralenos são fotossensibilizadores empregados 
na dermatologia associados a ultravioleta A no tratamento de doenças como o 
vitiligo. A fotoquimioterapia tem reações adversas imediatas (náuseas, prurido, 
eritema e xerodermia) e tardias (carcinogênese e, possivelmente, catarata). No 
Brasil, não existe medicamento fitoterápico ou medicamentos contendo extratos de 
plantas para tratamento do vitiligo que estejam de acordo com a legislação vigente 
da Agência Nacional de Vigilância Sanitária. O objetivo deste estudo foi analisar 
extratos de espécies do Cerrado que contêm furanocumarinas e avaliar suas 
atividades melanogênica, mutagênica e antiproliferativa. A quantificação das 
furanocumarinas por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de 
arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) revelou 40,77 mg/g de 5-metoxipsoraleno (5-
MOP) no extrato de Brosimum gaudichaudii e 85,33 mg/g de psoraleno + 5-MOP no 
extrato de Dorstenia brasiliensis. Foram obtidos perfis cromatográficos para controle 
de qualidade dos extratos em cromatografia em camada delgada (CCD) e em CLAE-
DAD. A dorstenina foi identificada no extrato de D. brasiliensis por cromatografia em 
fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Os extratos de B. 
gaudichaudii e de D. brasiliensis e as furanocumarinas psoraleno, 5-MOP e 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) apresentaram forte atividade antiproliferativa (GI50 de 2,45; 
2,05; 0,25; 2,30; e 0,28 μg/mL respectivamente) no ensaio in vitro com células B16-
F10 pelo método SRB na presença de UVA. Todas as amostras foram inativas na 
ausência da irradiação. Foram padronizados dois ensaios para avaliação da 
atividade melanogênica: ativação da tirosinase e dosagem de melanina. Ambos os 
extratos apresentaram a atividade. Os extratos de B. gaudichaudii e de D. 
brasiliensis apresentaram atividade genotóxica no teste in vivo SMART (Somatic 
Mutation And Recombination Teste) de asas de Drosophila melanogaster na 
presença de UVA. O extrato de D. brasiliensis apresentou maior genotoxidade que o 
extrato de B. gaudichaudii no teste SMART com descendentes da linhagem padrão 
(ST) de D. melanogaster. A avaliação do teste na linhagem de alta bioativação (HB) 
evidenciou presença de substâncias progenotóxicas como componentes do extrato 
de B. gaudichaudii. Na ausência de UVA o extrato de D. brasiliensis apresentou 
pequena, porém significativa atividade genotóxica. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Brosimum gaudichaudii, Dorstenia brasiliensis, vitiligo, 
antiproliferativa, genotóxica, citotóxica, furanocumarinas. 
 
 
 



 
 

 

ABSTRACT 

 

 

 
The linear furanocoumarins or psoralens are photosensitizers used in dermatology 
associated with ultraviolet A in the treatment of diseases such as vitiligo. 
Photochemotherapy has immediate adverse reactions (nausea, pruritus, erythema 
and xeroderma) and late (carcinogenesis and possibly cataracts). In Brazil, there are 
no medication or herbal products containing plant extracts for treatment of vitiligo that 
comply with current legislation of the National Agency for Sanitary Vigilance. The 
objective of this study was to analyze extracts of species of the Cerrado containing 
furanocoumarins and evaluate their melanogenic, mutagenic and antiproliferative 
activities. The quantification of furanocoumarins by high performance liquid 
chromatography coupled with photodiode array detector (HPLC-DAD) revealed 40.77 
mg / g of 5-methoxypsoralen (5-MOP) in Brosimum gaudichaudii extract and 85.33 
mg / g of psoralen + 5-MOP in Dorstenia brasiliensis extract. Chromatographic 
profiles were obtained for quality control of extracts on thin layer chromatography 
(TLC) and HPLC-DAD. The dorstenin was identified in the D. brasiliensis extract by 
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The extracts of B. 
gaudichaudii and D. brasiliensis and the furanocoumarins psoralen, 5-MOP and 8-
methoxypsoralen (8-MOP) showed strong antiproliferative activity (GI50 of 2.45, 2.05, 
0.25, 2.30, and 0.28 µg / mL, respectively) in the in vitro assay with B16-F10 cells by 
SRB method in the presence of UVA. All samples were inactive in the absence of 
irradiation. Two tests were standardized for evaluate melanogenic activity: activation 
of tyrosinase and melanin dosage. Both extracts showed activity. The extracts of B. 
gaudichaudii and D. brasiliensis showed genotoxic activity in the in vivo Somatic 
Mutation And Recombination Test (SMART) of the wings of Drosophila melanogaster 
in the presence of UVA. The extract of D. brasiliensis showed higher genotoxicity that 
the extract of B. gaudichaudii the SMART with descendants of the pattern strain (ST) 
of D. melanogaster. The evaluation of the test in the high bioactivation strain (HB) 
revealed the presence of progenotoxic substances as components of the extract of 
B. gaudichaudii. In the absence of UVA, the D. brasiliensis extract showed small, but 
significant genotoxic activity. 
 
KEYWORDS: Brosimum gaudichaudii, Dorstenia brasiliensis, vitiligo, antiproliferative, 
genotoxic, citotoxic, furanocoumarins. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A utilização de plantas contendo furanocumarinas para propósitos 

medicinais datam de 2000 a.C., sendo usadas há séculos por egípcios e indianos 

para tratamento de uma variedade de doenças de pele. As furanocumarinas lineares 

ou psoralenos são compostos fotossensibilizadores comumente empregados na 

dermatologia (oral ou topicamente) associadas à irradiação ultravioleta A 

(fotoquimioterapia ou PUVA: psoralenos + UVA) no tratamento de doenças de pele 

(ROSA e NATALI, 2009). As furanocumarinas mais utilizadas no tratamento PUVA 

são o 8-metoxipsoraleno (8-MOP), o 5-metoxipsoraleno (5-MOP), e o 4,5,8-

trimetilpsoraleno (TMP) (SAID et al., 1997; MILIONI et al., 2001).  

Dentre as doenças mais tratadas com o PUVA está o vitiligo, uma doença 

que se caracteriza por despigmentação da pele com formação de manchas 

esbranquiçadas (MÜLLER e RAMOS, 2004) e sua patogênese é ainda incerta 

(PACIFICO e LEONE, 2011). Dados genéticos apoiam uma herança poligênica, 

multifatorial e não-mendeliana (FALABELLA e BARONA, 2008). Diversos 

mecanismos patogênicos têm sido propostos com alterações da imunidade humoral 

e celular, estresse oxidativo por alteração mitocondrial (descrito como 

melanocitorragia), catecolaminas, citocinas epidérmicas, desregulações metabólicas 

e também uma hipótese de convergência com defeitos simultâneos (FALABELLA e 

BARONA, 2008; PACIFICO e LEONE, 2011). Acarreta uma série de transtornos 

emocionais nos pacientes e cujo tratamento efetivo ainda se constitui um desafio 

(ROSA e NATALI, 2009). Atinge de 0,5 a 2% da população mundial, podendo 

acometer todas as raças, ambos os sexos e aparecer em qualquer idade, com média 

de aparecimento ao redor dos 20 anos (STEINER e VILLAS, 2004). Em relação ao 

sucesso terapêutico, algumas formas do vitiligo mostram-se mais resistente a 

tratamentos (STEINER e VILLAS, 2004) e muitas vezes a repigmentação varia muito 

e atinge 100% em poucos casos dependendo do tipo de pele. Em muitos casos, é 

necessário de um a três anos de tratamento para se obter resultados ótimos 

(BELLET e PROSE, 2005). Além disso, os pacientes tratados pela fotoquimioterapia 

estão sujeitos a indesejáveis reações adversas imediatas (náuseas, prurido, eritema 

e xerodermia) e/ou tardias (carcinogênese e, possivelmente, catarata) (FILQUEIRA 

et al., 2006). Faz-se ainda necessário relatar que a grande variedade de tratamentos 
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oferecidos, muitas vezes por leigos, é de eficácia duvidosa e utilizada sem 

acompanhamento médico. 

Atualmente não existe medicamento fitoterápico ou medicamentos 

contendo extratos de plantas para tratamento do vitiligo que estejam de acordo com 

a legislação vigente da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil. 

O Cerrado brasileiro possui espécies nativas que contêm furanocumarinas 

como Styrax ferrugineus da família Styracaceae, Ficus citrifolia, Ficus guaranitica, 

Brosimum gaudichaudii, várias espécies de Dorstenia, da família Moraceae, além de 

espécies não nativas que fornecem frutos para alimentação como limão, figo e 

bergamota. 

Dentre as vantagens do uso de extratos vegetais na farmacoterapêutica, 

pode-se citar que estes podem ser tão ativos quanto um fármaco sintético e 

apresentar maior segurança de uso (ROCHA, 2009). Parte disso deve-se a menor 

concentração dos compostos ativos em drogas vegetais ou extratos se comparado a 

um medicamento contendo apenas um fármaco, pois frequentemente os compostos 

ativos agem sinergisticamente entre eles e com outros componentes do fitocomplexo 

(YUNES et al., 2001; VAGNER, 2009).  

Considerando as diretrizes do Ministério da Saúde que se propõe a inserir 

o uso de plantas medicinais e fitoterápicos para a promoção da saúde e a estimular 

o desenvolvimento de tecnologias e inovações em plantas medicinais e fitoterápicos, 

aliadas à necessidade de um tratamento seguro, eficaz e de qualidade para o vitiligo 

que atenda às necessidades da população, torna-se de real importância analisar 

comparativamente extratos das espécies para estudo das furanocumarinas e de 

outros metabólitos secundários presentes. 

Frente a estas considerações, este trabalho visa avaliar as atividades 

melanogênica, genotóxica e antiproliferativa de extratos de plantas do Cerrado 

etnofarmacologicamente selecionadas. Pretende-se, também, avaliar suas 

potencialidades para o desenvolvimento de um medicamento fitoterápico seguro 

para o tratamento do vitiligo. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Medicamentos fitoterápicos 

 

 

Grande parte da população dos países em desenvolvimento depende da 

medicina tradicional para sua atenção primária, tendo em vista que 80% desta 

população utilizam práticas tradicionais nos seus cuidados básicos de saúde e 85% 

desta utilizam plantas ou preparações destas (YUNES et al., 2001). O Brasil 

apresenta a maior biodiversidade do planeta, além da rica diversidade étnica e 

cultural, que detém o conhecimento na utilização das ervas e plantas medicinais 

(SCHENKEL et al., 1999; ROCHA, 2009).  

No final da década de 70, a Organização Mundial da Saúde (OMS) já alertava 

sobre a necessidade de desenvolvimento de políticas públicas para facilitar a 

integração da medicina tradicional e da medicina complementar nos sistemas de 

atenção à saúde e promover o uso racional dessa integração com o objetivo de 

proteger e promover a saúde (BRASIL, 2006a). 

O Ministério da Saúde, seguindo a recomendação, publicou a Política 

Nacional de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Único de 

Saúde em 2006 (BRASIL, 2006a).  No mesmo ano aprovou a Política Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos (BRASIL, 2006b). Ambas buscam fomentar a 

pesquisa, desenvolvimento tecnológico e inovação com base na biodiversidade 

brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e exóticas adaptadas, priorizando 

as necessidades epidemiológicas da população. Visam também garantir e promover 

a segurança, a eficácia e a qualidade no acesso a plantas medicinais e fitoterápicos 

e promover e reconhecer práticas populares de uso de plantas medicinais e 

remédios caseiros. 

As plantas medicinais estão sujeitas a variações na sua composição 

química tal como alteração no teor de princípios ativos, o que pode ocorrer segundo 

as diferentes fases do seu estado vegetativo, a biota, o clima, bem como o período 

de coleta (época e outros), o processo de secagem (temperatura, tempo e outros), o 

armazenamento e o processo de extração, o que exige um maior rigor na 

padronização do produto final: o fitoterápico (VILEGAS, 2001). O desenvolvimento 



24 

 
 

 

de produtos fitoterapêuticos depende da sua padronização que garante não somente 

a autenticidade do extrato da planta, como também a capacidade de uso dose-

relacionada (OLIVEIRA et al., 2005).  

Segundo a ANVISA, medicamentos fitoterápicos são os obtidos com emprego 

exclusivo de matérias-primas ativas vegetais e cuja eficácia e segurança são 

validadas por meio de levantamentos etnofarmacológicos, de utilizações, 

documentações tecnocientíficas ou evidências clínicas. São caracterizados pelo 

conhecimento da eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade 

e constância de sua qualidade (BRASIL, 2010a).  

A resolução RDC 14, de 31 de março de 2010 (BRASIL, 2010a), que 

regulamenta atualmente o registro de fitoterápicos, traz algumas novidades em 

relação a resoluções anteriores: passa a permitir o registro de medicamentos 

fitoterápicos contendo droga vegetal como ativo, desde que a comprovação de 

segurança e eficácia ocorra por meio da realização de estudos clínicos e pré-

clínicos. Nestes casos, deve-se apresentar o relatório de controle de qualidade da 

droga vegetal. Com relação às mudanças no controle de qualidade do derivado 

vegetal, o fabricante do produto acabado deverá apresentar no laudo de análise do 

derivado vegetal, informações referentes aos resíduos de solventes (para extratos 

não obtidos por etanol ou água) e a avaliação da ausência de aflatoxinas (a ser 

realizado quando citado em monografia específica em Farmacopeia reconhecida ou 

quando existir citação em literatura científica da necessidade dessa avaliação ou de 

contaminação da espécie por aflatoxinas). Além disso, deverá apresentar resultado 

do perfil cromatográfico ou prospecção fitoquímica também para o derivado vegetal, 

além do produto acabado. Segundo a RDC 14 (BRASIL, 2010a) o perfil 

cromatográfico constitui-se no padrão cromatográfico de constituintes 

característicos, obtido em condições definidas, que possibilite a identificação da 

espécie vegetal em estudo e a diferenciação de outras espécies e a prospecção 

fitoquímica, em testes de triagem, qualitativos ou semiquantitativos, que utilizam 

reagentes de detecção específicos para evidenciar a presença de grupos funcionais 

característicos na matéria-prima vegetal e que auxiliam na identificação da espécie 

vegetal e a diferenciação de outras espécies. 

A comprovação da eficácia deve ser feita para cada indicação terapêutica 

solicitada no registro seguindo a Instrução Normativa nº 5, publicada em março de 

2010 (BRASIL, 2010b), que traz a relação de referências bibliográficas que podem 
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ser utilizadas para avaliar segurança e eficácia de medicamentos fitoterápicos 

registrados por meio do Sistema da Pontuação. 

 

 

2.2 Furanocumarinas 

 

 

As furanocumarinas são moléculas formadas pela condensação de um anel 

furano ao anel aromático do núcleo cumarínico (MURRAY, 1995) (Figura 1). Podem 

ser classificadas em angulares e lineares de acordo com a posição do anel furano 

em relação aos outros anéis. São de ocorrência natural ou sintética (CHIMICHI et al., 

2002). Podem ser fitoalexinas, já que a sua formação é muitas vezes induzida na 

planta em resposta a um estímulo, particularmente pela infecção por fungos 

(CHAUDARY et al., 1985).  

 

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

 

As furanocumarinas são usadas há séculos por egípcios e indianos para 

tratamento de uma variedade de doenças de pele (MILIONI et al., 2001). Além disso, 

são descritas várias atividades farmacológicas importantes como analgésica, anti-

inflamatória, antibacteriana, antiviral, anticoagulante, além dos seus conhecidos 

efeitos fotossensibilizantes (ABDEL-KADER, 2003). São também usadas como 

probe em biologia molecular e química dos ácidos nucléicos (CHIMICHI et al., 2002).  

Distúrbios cutâneos como o vitiligo (distúrbio de pigmentação devido à perda 

de melanócitos da epiderme) e a psoríase (caracterizada pela proliferação 

aumentada das células epidérmicas) são tratados com furanocumarinas (FAPERJ 

2000). 

As furanocumarinas mais utilizadas nos tratamentos são as lineares, também 

chamadas de psoralenos, sendo estas o 8-MOP (8-metoxipsoraleno, xantotoxina ou 
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metoxaleno), o 5-MOP (5-metoxipsoraleno ou bergapteno), e o TMP (4,5,8-

trimetilpsoraleno ou triosaleno) (Figura 2) (SAID et al., 1997; MILIONI et al., 2001). O 

termo PUVA (psoralenos + UVA) é empregado para o tratamento com psoralenos 

associado à irradiação de luz ultravioleta A.  

 

 

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

 

Furanocumarinas lineares ou psoralenos exibem estruturas tricíclicas 

planares, hidrofóbicas, com dois sítios fotorreativos (3,4-pirona e 4’,5’-dupla ligação 

furano) (BETHEA et al., 1999). Absorvem energia na região do ultravioleta (UV) na 

faixa de comprimento de onda entre 300 e 400 nm (UVA). Após a absorção do fóton, 

as furanocumarinas formam um estado tripleto excitado, que pode reagir com 

moléculas, tais como: o DNA, intercalando-se com as bases pirimídicas do DNA 

formando fotoadutos (DIAWARA e TRUMBLE, 1997; BETHEA et al., 1999) (Figura 

3); e o oxigênio formando radicais livres como o radical superóxido que podem então 

reagir com DNA, RNA, proteínas e lipídios, ocasionando lesões nas células que os 

contêm (DIAWARA e TRUMBLE, 1997).  
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Figura 3 – 5-Metoxipsoraleno e a formação de fotoadutos com DNA.  
Fonte: Lapronti et al. (2003). 

 

A formação de fotoadutos é bem representada na figura 4, que esquematiza a 

ligação fotoativada do amotosaleno ao DNA de leucócitos, levando a efetiva 

inativação destes. Esse psoraleno é utilizado para inativação fotoativada de 

patógenos e leucócitos em componentes de plaquetas, prevenindo a doença do 

enxerto contra hospedeiro pós-transfusional. O amotosaleno é um aminopsoraleno 

que difere do 8-MOP pela introdução de um grupo com carga positiva, resultando em 

formação de fotoadutos com ligação mais forte com os ácidos nucleicos (CORASH e 

LIN, 2004). 

 

Figura 4 - Mecanismo de ação do cloridrato de amotosaleno para a inativação de 
leucócitos.  
Fonte: Adaptada de Corash e Lin (2004). 
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Apesar do tratamento PUVA ter importante atividade terapêutica, os pacientes 

estão sujeitos a indesejáveis reações adversas, tanto em curto prazo (eritema, 

hiperpigmentação, genotoxicidade) como em longo prazo (catarata, risco de câncer 

de pele) (CHIMICHI et al., 2002). O aumento no uso dos psoralenos na medicina tem 

sido ligado à alta incidência de câncer de pele e outras desordens, tais como as 

trocas entre cromátides irmãs, as mutações gênicas e as aberrações cromossômicas 

em humanos (DIAWARA e TRUMBLE, 1997).  

Nijsten e Stern (2003) relatam inclusive, que mesmo 15 anos após a 

interrupção do tratamento com PUVA não há significante decréscimo do risco de 

desenvolvimento de câncer de pele.  

 

 

2.3 Melanogênese 

 

 

A substância inicial do processo biossintético da melanina é a tirosina, um 

aminoácido essencial que sofre atuação química da tirosinase, um complexo 

enzimático cúprico-proteico, sintetizado nos ribossomos dos melanócitos. A 

tirosinase é transferida através do retículo endoplasmático para o Aparelho de Golgi, 

onde é aglomerada em organelas elípticas, altamente especializadas, chamadas 

melanossomos que é a sede dos fenômenos bioquímicos que originam a melanina e 

onde ela é armazenada (MIOT et al., 2009) (Figura 5).  
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Figura 5 - Rota biossintética das eumelaninas e feomelaninas a partir da L-tirosina 
que ocorre dentro dos melanossomas.  
Fonte: Modificada de Chang et al. (2009). 

 

Quando repletos de melanina, os melanossomos são injetados no interior dos 

queratinócitos, da unidade epidérmico-melânica correspondente, através dos 

prolongamentos dendríticos dos melanócitos (atividade citocrínica). Uma vez no 

interior dos queratinócitos, os melanossomas tendem a distribuir-se no citoplasma, 

sobre a parte superior do núcleo, de forma a protegê-lo das radiações ultravioleta. 

Tem sido sugerido que a melanina, no interior destas células atua, também, como 

varredor de radicais livres fotoproduzidos, protegendo o DNA celular (MIOT et al., 

2009). 
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Os três membros da família relacionada à tirosinase: tirosinase; tirosinase 

relacionada à proteína 1 (TRP-1) e dopacromo-tautomerase (TRP-2) estão 

envolvidos no processo de melanogênese, levando à produção de eumelanina ou 

feomelanina (MIOT et al., 2009) (Figura 5).  

A tirosinase é uma enzima que requer cobre como cofator e que catalisa duas 

etapas da síntese de melanina. A primeira delas, limitante da melanogênese, é a 

hidroxilação da tirosina a 3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) ou diretamente a o-

dopaquinona. A o-dopaquinona é convertida a L-DOPA e à dopacromo por meio de 

auto-oxidação em pH fisiológico. A L-DOPA também é substrato da tirosinase, sendo 

oxidada a o-dopaquinona enzimaticamente. Finalmente, a eumelanina é formada por 

meio de uma série de reações oxidativas a partir do diidroxindol e do ácido 

diidroxindol-2-carboxílico, os quais são formados a partir do dopacromo. Na 

presença de cisteína e de glutationa, a dopaquinona é convertida em cisteinildopa 

ou glutationildopa, a partir das quais a feomelanina é formada (KIM e UYAMA, 2005; 

CHANG, 2009). A eumelanina é um polímero marrom e a feomelanina, amarelado 

(MIOT et al., 2009). 

A eumelanina absorve e dispersa a luz ultravioleta atenuando sua penetração 

na pele e reduzindo os efeitos nocivos do sol. A feomelanina, por outro lado, tem um 

grande potencial em gerar radicais livres, em resposta à radiação UV causando 

danos ao DNA e, dessa forma, pode contribuir para os efeitos fototóxicos da 

radiação UV (MIOT et al., 2009). 

Vários fatores estão associados à síntese de tirosinase, sendo os principais a 

adenosina monofosfato cíclica (AMPc) e a proteína quinase A (PKA). O AMPc, 

formado a partir da adenosina trifosfato (ATP) pela adenilato ciclase, desempenha 

uma função chave na regulação da melanogênese, aumentando a atividade da 

tirosinase pré-formada e a quantidade de RNAm da tirosinase. Através da ativação 

da PKA e consequente fosforilação e ativação da proteína de ligação ao elemento 

responsivo a AMPc (CREB), o AMPc promove aumento na expressão do fator de 

transcrição associado à microftalmia (MITF), fator crucial para o desenvolvimento e 

diferenciação dos melanócitos. Como resultado, o MITF liga-se e ativa o promotor da 

tirosinase, estimulando sua síntese (LEE et al., 2007). 

As propriedades de fotoproteção da melanina na pele humana ocorrem pela 

absorção e dispersão, tanto da luz ultravioleta quanto da luz visível. Essa absorção 
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aumenta linearmente na faixa de 720-620 nm e a partir de então, exponencialmente, 

por meio de ondas mais curtas (300-600 nm).  

Os principais fatores reguladores para a quantidade e qualidade da melanina, 

produzida pelos melanócitos, incluem radiação UV, hormônio estimulante de 

melanócitos do tipo α ou melanocortina (α-MSH), proteína sinalizadora agouti (ASP) 

e MC1-R (ROCHA e MOREIRA, 2007). 

Mais de 120 genes que parecem regular a pigmentação têm sido 

identificados. Porém, os efeitos do α-MSH mediados pelo MC1-R, o qual é expresso 

na superfície dos melanócitos, tem sido considerado o ponto chave para 

pigmentação. O α-MSH estimula a atividade da tirosinase e a síntese de melanina in 

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

 

 

2.3.1 Ultravioleta e Melanogênese 

 

 

A radiação ultravioleta (UV) corresponde à porção da radiação solar com 

comprimento de onda entre 200 e 400 nm. A radiação UV mostrou-se relacionada ao 

estímulo da melanogênese por aumento da atividade da tirosinase (ABERDAM et al., 

1993; MIOT et al., 2009), principalmente pela ação na enzima DOPA oxidase 

(ABERDAM et al., 1993). Após uma única exposição à radiação UV, verifica-se o 

aumento no tamanho dos melanócitos, e em exposições repetidas, o aumento do 

número de melanossomas repletos de melanina transferidos aos queratinócitos e o 

aumento no número de melanócitos ativos (MIOT et al., 2009). Em sucessivas 

radiações verifica-se estímulo à síntese de novo de melanina (ABERDAM et al., 

1993). Além disso, a densidade dos melanócitos, em estudos comparativos, é maior 

nas áreas fotoexpostas (MIOT et al., 2009). 

A radiação ultravioleta C (UVC) (200-290 nm) é basicamente germicida. A 

ultravioleta B (UVB) (290-320 nm) induz a produção de α-MSH e hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) nos melanócitos e queratinócitos. Esta mesma radiação 

causa eritema após um período de latência de 2 a 7 horas, pigmentação, alterações 

que induzem ao câncer cutâneo; e é a principal responsável pelas queimaduras 

solares. A ultravioleta A (UVA) (320-400 nm) tem maior penetração na pele. Além de 

induzir a pigmentação e alterações cancerígenas, é a principal indutora de 
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fotossensibilidade. Esta radiação também promove eritema, que surge mais 

tardiamente, e que pode tornar-se gradualmente mais intenso (MIOT et al., 2009).  

A faixa de radiação UVA entre 320 nm e 340 nm (UVA II) tem maior 

capacidade de produzir eritema e pigmentação que a faixa entre 340 nm e 400 nm 

(UVA I). Além de eritema, a UVA II provoca a diminuição das células de Langerhans 

e lesões nos vasos da derme que são alterações semelhantes às ocasionadas pela 

UVB. A UVB é 800 a 1.000 vezes mais ativa que a UVA no que diz respeito à 

produção de eritemas e outros efeitos na pele (COSTA e LACAZ, 2001).  

A UVA atua potencializando os efeitos da UVB, e provoca na pele não 

pigmentada o aumento do infiltrado celular e das células endoteliais, a necrose de 

coagulação e a pigmentação imediata (em consequência da oxidação da melanina 

pré-formada pelo oxigênio livre), além de ativar outros cromóforos como as 

riboflavinas e quinona (COSTA e LACAZ, 2001).  

 

 

2.4 Vitiligo 

 

 

O vitiligo é uma desordem cutânea da pigmentação caracterizada por 

máculas cutâneas brancas bem circunscritas (Figura 6) resultantes da perda de 

melanócitos da epiderme cutânea, afetando 0,5 a 4,0 % da população mundial 

(TRUITE et al., 2007). Pode acometer todas as raças, ambos os sexos e aparecer 

em qualquer idade, com média de aparecimento ao redor dos 20 anos (STEINER e 

VILLAS, 2004). Sua etiologia não está completamente elucidada, mas estudos têm 

sugerido que mecanismos autoimune, genético, tóxico/metabólico e neural podem 

desempenhar papéis na patogênese desta doença (TRUITE et al., 2007). Segundo 

Steiner e Villas (2004) as teorias incluem a presença de autoanticorpos, a 

participação de células T citotóxicas, a autodestruição dos melanócitos por produtos 

intermediários da melanogênese, defeitos intrínsecos e extrínsecos dos próprios 

melanócitos ou da unidade epidermomelânica, além de prováveis alterações nas 

terminações nervosas.  
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Figura 6 - Máculas cutâneas brancas características do vitiligo. 
Fonte: http://comunidademib.blogspot.com/2011/01/vitiligo-doenca-que-mexe-com-o.html 

 

Possui prognóstico reservado e acarreta uma série de transtornos emocionais 

nos pacientes. A principal dificuldade enfrentada pelo portador é a discriminação e o 

preconceito (GON et al., 2005). A intervenção psicológica em pacientes com vitiligo 

pôde constatar a existência de conteúdos reprimidos, somatizados em sintomas 

físicos (MÜLLER e RAMOS, 2004). 

De acordo com sua extensão e forma de distribuição na pele, o vitiligo pode 

ser classificado nos tipos localizado e generalizado (STEINER e VILLAS, 2004). O 

vitiligo do tipo localizado pode ser dividido nos subtipos focal e segmentar. O focal é 

caracterizado pela presença de uma ou mais máculas acrômicas em uma 

determinada área, sem distribuição específica. O segmentar, pela presença de uma 

ou mais máculas acrômicas envolvendo um segmento unilateral do corpo, 

frequentemente seguindo a distribuição de um dermátomo. O tipo generalizado pode 

ser do subtipo acrofacial com presença de lesões típicas na parte distal das 

extremidades e face; do subtipo vulgar com máculas acrômicas de distribuição 

aleatória; ou ainda do subtipo misto, que unem características dos subtipos 

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

 

 

2.4.1 Tratamento 

 

 

No que se refere ao tratamento de doenças cutâneas, no entendimento da 

psicodermatologia, além do tratamento farmacológico, necessita-se de um 
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acompanhamento psicoterápico (MÜLLER e RAMOS, 2004). Dentre os 

medicamentos, os corticosteroides tópicos constituem uma das primeiras opções de 

tratamento para os indivíduos portadores de vitiligo e é, geralmente, a primeira 

escolha para aqueles com a forma localizada da doença e/ou aqueles que têm um 

componente inflamatório, mesmo que subclínico (STEINER e VILLAS, 2004).  

As furanocumarinas 8-MOP e TMP são opções encontradas para a 

fotoquimioterapia, sendo prescritas para uso tópico ou oral. A repigmentação com 

PUVA varia muito e em poucos casos atinge 100%. Além disso, é necessário de um 

a três anos de tratamento para se obter resultados ótimos. Em geral, os tipos de pele 

mais escuras (STEINER e VILLAS, 2004; BELLET e PROSE, 2005), a doença do 

tipo generalizada subtipo vulgar ou a que apresenta lesões mais recentes 

respondem melhor ao tratamento. A face é a área que melhor responde à terapia, 

enquanto que as áreas distais das extremidades e a genitália raramente respondem 

a ela. Geralmente não respondem ao tratamento também o vitiligo rapidamente 

progressivo. Sabe-se que pacientes jovens e morenos costumam ser mais aderentes 

ao tratamento do que idosos de pele clara (STEINER e VILLAS, 2004). 

Estudos têm demonstrado que a PUVA pode aumentar o risco de câncer 

de pele. Mas a necessidade de múltiplas exposições por tempo prolongado e a sua 

correlação para o aumento significativo do risco ainda está em debate (LEITE et al., 

2004).  

No PUVA oral é essencial proteger os olhos com lentes que filtram a 

radiação UVA a partir do momento da ingestão do psoraleno. O principal efeito 

colateral é o eritema produzido pela UVA, que ocorre de 24 a 36 horas depois e 

pode variar desde um avermelhamento da pele até a formação de bolhas e necrose. 

Outras reações adversas como prurido, náuseas e vômito são observadas. O prurido 

é, frequentemente, controlado com emolientes e, eventualmente, com esteroides 

tópicos, e as náuseas com o fracionamento da medicação (STEINER e VILLAS, 

2004). 

As principais contraindicações para o uso do PUVA são: doenças 

hepáticas e renais, doenças fotossensíveis, catarata, glaucoma e câncer de pele. O 

risco para carcinoma de pele é, em média, 2,6 vezes superior ao da população, com 

predomínio nas áreas não fotoexpostas. Novos tratamentos utilizando 5-

metoxipsoraleno em vez de 8-metoxipsoraleno e fototerapia com ultravioleta B (UVB) 

de banda estreita têm mostrado bons resultados, com menor fototoxicidade e menos 
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efeitos colaterais (STEINER e VILLAS, 2004). Porém, segundo Costa e Lacaz 

(2001), a UVB produz importantes alterações cutâneas, que podem variar desde 

eritemas leves até queimaduras com bolhas dependendo da dose de radiação e do 

tipo de pele, além de fotoenvelhecimento, cânceres cutâneos e imunodepressão 

após exposições constantes e prolongadas. 

A PUVA tópica é uma tentativa para limitar a área que se torna 

fotossensível e evitar alguns efeitos do psoraleno sistêmico (BELLET e PROSE, 

2005). O 8-metoxipsoraleno na concentração de 0,1% é o mais frequente psoraleno 

utilizado e é aplicado nas áreas acometidas 30 a 60 minutos antes da exposição à 

radiação que inicia em 0,25 J/cm2 com aumento de 0,12 a 0,25 J/cm2 até que o 

eritema seja atingido (STEINER e VILLAS, 2004). A complicação dessa terapia é o 

aparecimento de reações bolhosas fototóxicas. Nestes acometimentos, o paciente 

deve ser bastante esclarecido sobre a importância do uso de fotoprotetores de 

amplo espectro a partir do momento da utilização do psoraleno (STEINER e VILLAS, 

2004). 

Outros medicamentos constituem também uma opção para esses pacientes e 

incluem a pseudocatalase, a helioterapia, a terapia com a UVB, o extrato de 

placenta humana (Melagenina Plus, desenvolvido em Cuba e muito conhecido no 

Brasil), o Kuva (à base de Ammi visnaga), a fenilalanina tópica e sistêmica (por ser 

aminoácido necessário para síntese de melanina), e os antioxidantes. Os 

imunomoduladores têm sua eficácia comprovada no tratamento da dermatite atópica 

e psoríase, e há grandes perspectivas de sucesso também com o vitiligo (STEINER 

e VILLAS, 2004). 

Apesar da ampla variedade de opções terapêuticas, incluindo medicações 

tópicas e orais, fotoquimioterapia e terapias de despigmentação, ainda não há 

nenhum tratamento ótimo para o vitiligo. Sabe-se que aproximadamente um terço 

dos pacientes tratados atinge resultados satisfatórios e o tratamento deve ser 

realizado por longos períodos (STEINER e VILLAS, 2004). 

Quando o paciente não responde às terapias clínicas existentes para o 

vitiligo, o enxerto ou transplante de melanócitos pode ser uma alternativa de 

tratamento, com a deposição de grupamentos de células funcionantes no local 

afetado. Essa modalidade terapêutica, entretanto, só é válida quando a doença está 

estável (STEINER e VILLAS, 2004). 
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Outros tratamentos à base de plantas medicinais (chás, xaropes, tinturas, 

óleos, extratos, formulações com derivados vegetais) são também indicados por 

amigos, pastorais, outros pacientes (cipó de São João, mama-cadela, capim cidreira, 

óleo de bergamota), por lojas virtuais como Loja Virtual Oficina de Ervas (tintura e 

comprimidos de mama-cadela); Pharmacia Natural (extrato de serralha, extrato de 

mama-cadela); Napie Extratos Vegetais (extrato de mama-cadela, no caso definida 

como Zantoxylon rhoifolium); Farmácia FACCI (Composto para Vitiligo Vitilikla’s-

MCS à base de Echinodorus grandiflorus, Anchietea salutaris, Boerhaavia hirsuta e 

Baccharis trimera). 

No Brasil, muitos medicamentos, fitoterápicos ou não, têm os registros ou a 

renovação dos registros indeferidos pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), sendo muitas vezes retirados do mercado durante o tratamento dos 

usuários. O Viticromin® da SAUAD Química LTDA - GO (comprimidos, solução 

tópica e pomada à base de Brosimum gaudichaudii), por exemplo, teve a renovação 

do registro indeferida junto à ANVISA (BRASIL, 2011) por estar em desacordo com a 

legislação vigente. Outros medicamentos sem registro na ANVISA foram retirados do 

mercado tais como:  

I) Composto Vegetal Harmonize da Harmonize Farmácia de Manipulação – 

MG: à base de plantas medicinais como serralha, mama cadela e outras. Segundo o 

fabricante contêm substâncias que estimulam a produção da melanina, são 

hepatoprotetoras, imunoestimulantes e anti-inflamatórias. É comercializada na forma 

de cápsula, xarope e loção, sendo que esta última possui também como 

componente, a desonida; 

II) Pomada de Foz do Iguaçu da Farmácia Viva Flora: à base de óleo de 

macadâmia, ureia, vitaminas A e E e ácido salicílico. 

Atualmente não existe medicamento fitoterápico ou medicamentos 

contendo extratos de plantas para tratamento do vitiligo que estejam de acordo com 

a legislação vigente da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil. 

A busca de compostos naturais capazes de estimular a produção de melanina 

na epiderme tem ganhado importância recentemente priorizando o desenvolvimento 

de formulações não tóxicas para o tratamento do vitiligo, especialmente por meio de 

aplicações tópicas (TRUITE et al., 2007).  
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2.5 Plantas contendo furanocumarinas 

 

 

Várias famílias de plantas são conhecidas como produtoras de 

furanocumarinas, dentre as quais podemos citar: membros da família Apiaceae 

(aipo, por exemplo), Rutaceae (plantas cítricas, por exemplo) e Moraceae (ABDEL-

KADER, 2003).  

 

 

2.5.1 Família Moraceae 

 

 

2.5.1.1 O gênero Brosimum e a espécie Brosimum gaudichaudii 

 

 

O gênero Brosimum compreende 15 espécies e 12 subespécies resultantes 

da distribuição geográfica descontínua de algumas delas. O gênero se distribui 

desde o México, Antilhas, Cuba e Jamaica, até o sul do Brasil, predominantemente 

em áreas de terra firme não inundáveis de floresta tropical Amazônica, mas 

apresenta espécies que se estendem até a área de Cerrado e transição da Mata 

Atlântica (SILVA, 2007). As espécies do gênero Brosimum são caracterizadas por 

serem arbóreas, algumas de grande porte (mais de 40 metros de altura).  

Brosimum gaudichaudii é conhecida como mamica de cadela, mama-cadela 

ou ainda maminha-cadela. Espécie com sistema reprodutivo monoico, com 

inflorescência bissexuada subglobosa. Seu estilete e estigma são quase 

inconspícuos, principalmente depois que as flores estaminadas estão abertas. A 

infrutescência constitui-se em uma drupa carnosa indeiscente formada a partir do 

receptáculo da inflorescência que se torna amarelo ou marrom avermelhado (SILVA, 

2007). É uma espécie nativa do cerrado brasileiro, com uma ampla distribuição por 

todo o Brasil central (MARTINS, 1995). As cascas da raiz desta espécie são usadas 

na medicina popular na forma de chá para o tratamento do vitiligo (VILEGAS et al., 

1993).  

O nome popular mamica de cadela também é encontrado referindo-se às 

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

(LORENZI, 1992). 

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

identificados (MONTEIRO et al., 2002): 

 derivados do ácido cinâmico: ácido 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-2H-6-cromenil)-(E)-

propanoico, ácido 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-2H-6-cromenil) propanoico e ácido 3-(6-

metoxibenzo[b]furan-5-il)propanoico; 

 cumarinas (Figura 7):  

 furanocumarinas: psoraleno, 5-MOP, gaudichaudina, 1',2'-

dehidromarmesina, marmesina, 8-metoximarmesina, (+)-(2’S,3’R)-1’-

hidroximarmesina, e 1'-hidroxi-3'-O--glucopiranosilmarmesina; 

 piranocumarinas: xantiletina e luvangetina; 

 

 
 

Figura 7 – Furanocumarinas e piranocumarinas identificadas em Brosimum 
gaudichaudii.  
Fonte: adaptado de Monteiro et al. (2002). 
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 chalcona: 2',4',4-triidroxi-3',3-diprenilchalcona; 

 esteroides: β-sitosterol e 3-O-β-D-glicopiranosil- β-sitosterol; 

 triterpeno: β-amirina. 

O extrato metanólico da casca da raiz B.gaudichaudii mostrou atividade 

mutagênica no teste com Salmonella typhimurium e em células do ovário de hamster 

chinês (CHO). Varanda et al. (2002) sugerem que, como as furanocumarinas são 

componentes principais do extrato, seriam elas as responsáveis pela atividade, mas 

salienta que estudos adicionais são necessários para identificar outras possíveis 

substâncias que podem contribuir para os efeitos observados. 

O estudo da toxicidade aguda e subaguda do extrato seco de B. 

gaudichaudii em ratos (Rattus norvergicus) apresentou resultados de baixa 

toxicidade considerando o tempo de exposição dos animais à droga, os níveis das 

concentrações (3, 10 e 20 vezes a concentração terapêutica considerada 10 mg/kg) 

e os resultados obtidos quando comparados com os parâmetros de toxicidade pré-

estabelecidos (AMORIM et al., 2004). 

Ensaios de toxicidade aguda em camundongos para determinação da 

concentração letal média e aproximada demonstraram baixa toxicidade do extrato da 

raiz de B. gaudichaudii (CUNHA et al., 2008). O extrato das folhas também não 

apresentou toxicidade significativa na determinação da DL50 em camundongos e no 

bioensaio com Artemia salina (FERREIRA, 2008). 

Em ensaio para avaliação da atividade tripanocida realizado com 

tratamento e pré-tratamento de camundongos infectados por Tripanossoma cruzi, o 

extrato das folhas de B. gaudichaudii reduziu a parasitemia e/ou induziu atraso no 

seu aparecimento (FERREIRA, 2008). 

  

 

2.5.1.2 O gênero Dorstenia e a espécie Dorstenia brasiliensis 

 

 

O gênero Dorstenia Linne (Moraceae) é representado por 170 espécies 

em todo o mundo (FRANKE, 2001; ABEGAZ, 2002), sendo 37 espécies brasileiras. 

Quase todas as espécies do gênero Dorstenia são herbáceas e campestres, 

geralmente crescendo em locais sombreados (CARAUTA, 1996a). Há espécies que 

se destacam pela beleza ornamental e outras pelos rizomas aromáticos. A maioria 
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se concentra no Brasil-sudeste à beira dos riachos e grotões rochosos (CARAUTA, 

1996b).  

A maior parte é conhecida na medicina popular como carapiá ou figueirilha 

(CARDOSO et al., 1999). Plantas medicinais do gênero Dorstenia eram 

denominadas como Cayapiá pelos indígenas do Brasil na época do seu 

descobrimento, sendo utilizada para o tratamento das febres e como antídoto contra 

picadas de animais peçonhentos. Os colonizadores portugueses as descreveram 

com os nomes carapiá e contra-erva (GURGEL, 2004). 

O nome carapiá também é encontrado referindo-se a Cordia superba 

Cham. (LORENZI, 1992) da família Boraginaceae e a Sida macrodon da família das 

Malváceas (CORRÊA, 1931). A primeira espécie também pode ser encontrada com 

os nomes de árvore de ranho e grão de galo (LORENZI, 1992) e a segunda, como 

malva do campo (CORRÊA, 1931). 

O gênero Dorstenia é usado em terapia com plantas medicinais em 

muitos países na África e América do Sul e Central como antiofídico e 

antirreumático, além do uso em infecções e doenças de pele (CARDOSO et al., 

1999; ABEGAZ et al., 2002). 

Além de ácidos graxos e esteróis, este gênero é reconhecido como uma 

rica fonte de derivados benzofuranos, cumarinas preniladas e geraniladas, 

flavonoides C-prenilados e C-geranilados, estirenos e triterpenoides (ABEGAZ et al., 

2000). 

Estruturalmente, as furanocumarinas em Dorstenia apresentam-se pouco 

diversificadas, havendo predomínio de furanocumarinas angulares ou lineares 

simples tais como 5-MOP, psoraleno, isopimpinelina, pimpinelina e isobergapteno 

(VILEGAS et al., 1997). Encontra-se também a presença de furanocumarinas 

preniladas como 5-metoxi-3-(3-metil-but-2-enil)-psoraleno e 5,8-dimetoxi-3-(3-

metilbut-2-enil)-psoraleno em D. gigas (FRANK et al., 2001); a dorstenina em D. 

brasiliensis (KUSTER et al., 1994), em D. contrajerva e em D. bahiensis (SANTANA 

et al., 2004); e seu análogo insaturado em D. brasiliensis (KUSTER et al., 1994) e 

em D. cayapiaa (SANTANA et al., 2004) e O-[3-(2,2-dimetil-3-oxo-2H-furan-5-il)-3-

hidroxibutil]-bergaptol e O-[2-(5-hidroxi-2,6,6-trimetil-3-oxo-2H-piran-2-il)etil]bergaptol 

em D. elliptica (ABEGAZ et al., 2004). 

Estudos fitoquímicos do gênero relatam ainda a ocorrência de 

cardenolídios (CASAGRANDE et al., 1974), triterpenos (VILEGAS et al., 1997), 
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ácidos graxos (POZETTI, 1988), esteroides (KUSTER et al., 1994), diferentes 

benzofuranos (WOLDU et al., 1988) e vários flavonoides geranilados e prenilados 

(NAGDJUI et al., 1998a; NAGDJUI et al., 1998b; NAGDJUI et al., 1999).  

Dorstenia brasiliensis é uma espécie herbácea perene, nativa do Brasil, 

encontrada em São Paulo, Goiás, Mato Grosso, Bahia, Pernambuco e, 

principalmente, em Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Conhecida como cayapiá 

verdadeiro, é a mais importante do gênero, sob o ponto de vista terapêutico e a 

única admitida na farmacopeia de vários países (CORRÊA, 1931). Pode ser 

encontrada como sinonímia científica de D. multiformes (SEPLANTEC, 1979; 

CONCEIÇÃO, 1980). Tem folhas compridas e de bordas arredondadas, nascendo 

bem próximas ao solo (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1983) e inflorescência discoide 

bissexuada. A infrutescência constitui-se de uma drupa deiscente formada a partir do 

desenvolvimento da parte superior do exocarpo (SILVA, 2007). Apresentam rizoma 

cilíndrico, ovoide, curto, aromático, fibriloso e amarelado (CORRÊA, 1931). Possui 

variedades como D. brasiliensis var. mayor, palustris, tomentosa e typica 

(CARAUTA, 1996b).  

D. brasiliensis é conhecida no Brasil como carapiá, caiapiá ou contraerva e as 

cascas de sua raiz têm sido usadas na medicina popular para o tratamento de 

doenças do sistema digestivo, febre tifoide (ALMEIDA, 1993; UCHIYAMA et al., 

2002), como antiofídico, nas leucorreias, em enfermidades na pele, em 

irregularidades menstruais como dismenorreia e amenorreia (ALZUGARAY e 

ALZUGARAY, 1983; ALMEIDA, 1993) e na solidificação de ossos fraturados 

(CORRÊA, 1931) em mistura com a taiuiá (Trianosperma tayuya) (ALZUGARAY; e 

ALZUGARAY, 1983). 

Análises das raízes/rizomas da espécie D. brasiliensis identificaram 

(KUSTER et al.,1994; UCHIYAMA et al., 2002):  

 cumarinas:  

 cumarinas simples: 7-hidroxicumarina (umbeliferona); 

 furanocumarinas (Figura 8): psoraleno; 5-MOP, dorstenina e seu análogo 

insaturado; (2’S,3’R)-3’-hidroximarmesina 4’-O-β-D-glucopiranosídeo; (2’S)-

marmesina 4’-O-α-L-ramnopiranosil (1→6)-O-β-D-glucopiranosídeo; 

(2’S,3’R)-3’-hidroximarmesina e 1’,2’- dehidromarmesina; 
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Figura 8 – Furanocumarinas identificadas em Dorstenia brasiliensis. 
Fonte: adaptado de Kuster et al. (1994) e Uchiyama et al. (2002) 

 

 terpenoides: 

 esteroide: 3-O-β-glucopiranosilsitosterol; 

 diterpenoides: ácido 14a-hidroxi-7,15-isopimaradien-18-oico; 
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 triterpenoides: ácidos dorstênicos A e B; 

 açúcar: sacarose. 

 

 

2.6 Genotoxicidade 

 

 

2.6.1 Teste para detecção de mutação e recombinação somática (SMART)  

 

 

O SMART (Somatic Mutation And Recombination Teste) é um ensaio in vivo 

muito versátil, eficiente e de pouco custo financeiro utilizado para detectar a 

genotoxicidade induzida por substâncias puras ou misturas complexas. A Drosophila 

é um ótimo organismo-modelo em pesquisas genéticas, pois tem ciclo de vida curto 

(aproximadamente 10 dias a 25°C), prole numerosa, manutenção fácil, fartura de 

mutantes e cromossomos gigantes. Além disso, 70% dos genes associados a 

doenças humanas têm correspondentes em Drosophila (SEPEL e LORETO, 2010). 

A espécie utilizada, Drosophila melanogaster, possui ainda caracteres morfológicos 

bem definidos, um grande número de linhagens mutantes bem caracterizadas 

geneticamente e um sistema enzimático semelhante ao dos mamíferos, o que 

permite a biotransformação de agentes xenobióticos (GRAF et al., 1996). Esta última 

característica do ensaio aumenta a confiabilidade dos resultados, pois envolve a 

ativação metabólica que é relevante para os seres humanos, podendo ativar ou 

inativar compostos químicos, diferentemente dos ensaios de mutagenicidade in vitro 

(PRESTON et al., 1987). 

Até 1999, cerca de 300 compostos químicos já haviam sido avaliados no teste 

SMART de asa de D. melanogaster e estão documentados em aproximadamente 

100 publicações (VOGEL et al., 1999). Entre os compostos avaliados, incluem-se 

drogas antineoplásicas, agentes intercalantes, compostos indutores de pontes de 

DNA-DNA e DNA-proteína, inibidores de topoisomerases e inibidores da síntese de 

DNA. 

O SMART de asa de D. melanogaster fundamenta-se na premissa de que 

durante o desenvolvimento embrionário, grupos de células (discos imaginais das 

asas) proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam, durante a 
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metamorfose, em estruturas que originam as asas das moscas adultas. Este 

bioensaio faz uso de dois genes marcadores para a forma dos pelos das asas: pelos 

múltiplos (mwh, 3-0.3) e pelos cujo formato lembram uma “chama de vela”, do inglês 

flare (flr3, 3-38.8), baseando-se na indução de alterações genéticas que originam a 

perda de heterozigose em células larvais, que são heterozigotas para estes dois 

genes recessivos (GRAF et al., 1984).  

A análise de adultos emergentes portadores dos dois tipos de genótipos mwh 

+ / + flr3 (trans-heterozigoto marcado – MH) permite detectar a ocorrência de 

mutações de ponto, pequenas aberrações cromossômicas e recombinações 

mitóticas proximais e distais (Figuras 9 a 12). 

 

Figura 9 - Esquema representativo de divisão mitótica normal e com mutação de 
ponto em células primordiais dos discos imaginais de asas de Drosophila 
melanogaster. 
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984. 
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Figura 10 - Esquema representativo de divisão mitótica com deleção e com não-
disjunção em células primordiais dos discos imaginais de asas de Drosophila 
melanogaster. 
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984. 
 

 

Figura 11 - Esquema representativo de divisão mitótica com recombinação (entre 
locus flr e mwh) e (entre centrômero e locus flr) em células primordiais dos discos 
imaginais de asas de Drosophila melanogaster. 
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984. 
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Figura 12 - Esquema representativo de divisão mitótica com dupla recombinação em 
células primordiais dos discos imaginais de asas de Drosophila melanogaster. 
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984. 

 

A análise dos indivíduos (heterozigoto balanceado – BH), ou seja, sem a 

perda da heterozigose para o gene flare, permite detectar a ocorrência de mutações 

de ponto e pequenas aberrações cromossômicas. No entanto, devido à presença de 

inversões múltiplas no cromossomo balanceador, as células resultantes de 

recombinação mitótica são inviáveis. A célula que sofreu perda do alelo selvagem 

desenvolverá o fenótipo mutante, durante a metamorfose no estágio de pupa, e 

pode ser diferenciada facilmente das demais (GUZMÁN-RINCÓN e GRAF, 1995). 

 

 

2.7 Câncer 

 

 

O desenvolvimento do câncer é um processo de múltiplos passos envolvendo 

mutação e seleção de células com capacidade progressivamente aumentada para 

proliferação, sobrevivência, invasão e metástase. Inicia-se com uma alteração 

genética que leva à proliferação anormal de uma única célula, seguida pelo 

supercrescimento de uma população derivada desta célula e mutações adicionais 
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com seleção clonal, ou seja, seleção de descendentes com vantagens como 

crescimento mais rápido, maior sobrevivência celular ou outras propriedades 

(COOPER, 2001; DEVLIN, 2007; RANG et al., 2004).  

Muitos fatores podem afetar a probabilidade de que o câncer se desenvolva, 

incluindo exposição a agentes iniciadores e a promotores de tumor. Os agentes 

iniciadores induzem mutações em genes-alvo-chave, sendo este o evento inicial do 

desenvolvimento do câncer. Incluem-se nesta classe a radiação solar ultravioleta 

(principal causa do câncer de pele), os vírus tumorais, os químicos carcinogênicos 

da fumaça do tabaco (principais causas identificadas do câncer humano) e as 

aflatoxinas (potente carcinogênico do fígado). Os promotores de tumor agem pela 

estimulação da proliferação celular levando ao supercrescimento da população de 

células durante os primeiros estágios do desenvolvimento do tumor. São exemplos 

desta classe os ésteres de forbol e os hormônios, particularmente o estrogênio 

(COOPER, 2001).  

As células cancerosas têm comportamentos diferentes da célula normal 

como: estímulo autócrino de crescimento (produção anormal de um fator do 

crescimento); insensibilidade à inibição do crescimento por contato; secreção de 

proteases que facilitam a invasão de tecidos adjacentes; secreção de fatores de 

angiogênese; falhas na diferenciação e em atingir a apoptose (levando ao aumento 

da idade e/ou da sobrevivência da célula com danos não reparados no DNA) 

(COOPER, 2001; RANG et al., 2004). 

As alterações genéticas envolvidas na iniciação e progressão do tumor 

incluem a ativação de oncogenes celulares e a inativação de genes supressores de 

tumor (COOPER, 2001).  

Os oncogenes celulares provêm de genes de células normais chamados 

proto-oncogenes. São genes celulares reguladores importantes, em muitos casos 

codificadores de proteínas que controlam a proliferação celular normal. Esses genes 

são convertidos em oncogenes por mutações pontuais ou rearranjos de genes 

resultantes de translocações nos cromossomos levando ao aumento da expressão 

gênica ou à atividade descontrolada das proteínas codificadas, o que resulta em 

proliferação celular anormal e desenvolvimento do tumor (COOPER, 2001).  

Os genes supressores de tumor são reguladores negativos da proliferação 

celular e do desenvolvimento do tumor que em muitos tumores são perdidos ou 

inativados. Mutações nesses genes levam à eliminação de proteínas regulatórias 
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negativas e parecem ser as alterações moleculares mais comuns que levam ao 

desenvolvimento de tumores humanos. Em vários casos, produtos de genes 

supressores de tumor e de oncogenes agem de forma antagônica nas mesmas vias 

celulares regulatórias (COOPER, 2001).  

 

 

2.7.1 Medicamentos anticâncer 

 

 

Medicamentos derivados de produtos naturais são capazes de tratar 87% das 

enfermidades humanas categorizadas, incluindo as indicadas como antibacterianas, 

anticoagulantes, antiparasitárias, imunossupressoras e anticancerígenas (NEWMAM 

et al., 2003). No que se referem aos anticancerígenos, as pesquisas atualmente 

buscam moléculas que atuem com mecanismos específicos para cada tipo de 

enfermidade, como inibição da polimerização da tubulina, atuação no DNA, 

bloqueadores enzimáticos ou de microtúbulos celulares. Moléculas que atuam pelo 

último mecanismo citado representam grupo das substâncias mais atrativas e 

promissoras como anticancerígenas de aplicação clínica para grande variedade de 

câncer (BRANDÃO et al., 2010).  

Os agentes hoje conhecidos com ação sobre o câncer podem ser 

classificados em dois grupos. O primeiro é constituído por aqueles que inibem a 

iniciação do processo carcinogênico e o segundo, por aqueles que inibem a 

proliferação celular durante as fases de promoção e progressão do câncer. No 

primeiro grupo pode ser citado como exemplo o chá verde, Camellia sinensis, 

podendo ter sua ação justificada pelos flavonoides e outros compostos fenólicos 

presentes, especialmente a 3-galato-epigalocatequina, que possuem atividade 

comprovada em diversos sistemas fisiológicos. No segundo grupo estão os agentes 

supressores de câncer, cuja ação é a mais procurada no desenvolvimento de novos 

fármacos, pois atuam após a instalação da doença. A descoberta de novos 

anticancerígenos de origem vegetal tem incentivado as pesquisas nessa área 

(BRANDÃO et al., 2010). 

Anticancerígenos podem atuar diretamente no DNA das células, ou 

indiretamente por inibição de funções metabólicas do DNA (BRANDÃO et al., 2010). 

As enzimas DNA topoisomerases são enzimas que catalisam mudanças topológicas 
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do DNA necessárias para muitos processos celulares, tais como replicação e 

transcrição, por meio de quebra e rearranjo das fitas de DNA na forma correta 

(PIÑERO et al., 1996; RIBAS et al., 1996). A enzima DNA topoisomerase I, também 

conhecida como TOP1, promove a quebra de uma das fitas de DNA e permite o giro 

da fita quebrada sobre a fita intacta, de forma a reduzir a tensão torcional da 

molécula. Algumas substâncias, como a camptotecina, um alcaloide extraído de uma 

árvore ornamental chinesa, Camptotheca acuminata Decne. (Cornaceae), inibem a 

religação do DNA depois da quebra mediada pela TOP1 (BRANDÃO et al., 2010). A 

enzima DNA Topoisomerase II (TOP2) induz a quebra das duas fitas do DNA, 

reduzindo a tensão torcional no DNA durante a replicação e condensação dos 

cromossomos nos núcleos durante a divisão da célula. A quebra é momentânea e o 

reparo do DNA é feito pela mesma TOP2. A função de religação da TOP2 pode ser 

bloqueada por inibidores dessa enzima e, como consequência, o período em que as 

duas fitas permanecem quebradas é mais longo e geralmente leva as células a 

ativarem a via da apoptose. O etoposídeo, um derivado semissintético da 

podofilotoxina extraída da seiva de plantas como a Podophyllum peltatum, possui 

esse mecanismo de ação (BRANDÃO et al., 2010).  

Outras substâncias exercem seus efeitos interagindo com proteínas e 

microtúbulos. Estes últimos são polímeros de proteínas componentes do 

citoesqueleto e essenciais em células eucarióticas para o desenvolvimento e a forma 

das células, para transporte de componentes, para sinalização celular e para o 

processo de separação dos cromossomos duplicados durante a mitose. A função 

desses microtúbulos na mitose e divisão celular faz dos mesmos importantes alvos 

para busca de agentes anticancerígenos. A vimblastina e a vincristina, isoladas das 

folhas da espécie Catharanthus roseus (L.) G. Don. (Apocynaceae) agem por esse 

mecanismo (BRANDÃO et al., 2010). Outro exemplo é a chalcona pedicina (20,50-

diidroxi-30,40,60-trimetoxichalcona), isolada das folhas de Fissistigma languinosum 

(Annonaceae), cuja atividade antimitótica e citotóxica em células neoplásicas é 

devido a inibição do processo de montagem dos microtúbulos (ALIAS et al., 1995). 

Outras moléculas alvo usadas para o desenvolvimento de novas opções de 

tratamento são as proteínas transdutoras de sinais, as quinases, que regulam 

processos malignos em células. O resveratrol, por exemplo, é uma fitoalexina 

produzida por vários vegetais como a Vitis vinifera L. (Vitaceae) que afeta os 

estágios da carcinogênese: iniciação, promoção e progressão, além de suprimir a 
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angiogênese e a metástase. Devido a sua estrutura fenólica, também possui 

comprovada atividade antioxidante, por inibição da formação de radicais livres, o que 

justifica a redução do estresse oxidativo e mutagênico (BRANDÃO et al., 2010).  

O flavopiridol é um flavonoide totalmente sintético cujo esqueleto base é o 

produto natural rohitukina isolado de Dsoxylum binectarigerum Hook. F. (Meliaceae) 

responsável pela atividade anti-inflamatória e imunomoduladora. O flavopiridol 

mostrou-se ativo na tirosina quinase, sendo um inibidor específico de quinases 

ciclina-dependentes (Cdks). Estas moléculas estão desreguladas em células 

cancerosas, o que contribui para a resistência do tumor aos agentes citotóxicos, 

incluindo a radiação. Portanto, inibidores destas aumentam a eficácia de 

quimioterápicos e tratamentos por radiação em inúmeros tipos de células tumorais. 

Apesar de resultados pré-clínicos promissores, a atividade clínica observada para o 

flavopiridol em tipos variados de câncer foi menor que a esperada (BRANDÃO et al., 

2010). 

 

 

2.8 Atividade antiproliferativa 

 

 

A atividade antiproliferativa é considerada um parâmetro para a detecção da 

atividade antitumoral (RAMIREZ-MARES et al., 2004). Os ensaios de atividade 

antiproliferativa podem ser desenvolvidos em várias metodologias: contagem celular, 

ensaios clonogênicos, medida de incorporação de nucleotídeos radioativos ou 

métodos colorimétricos (HENRIKSSON et al., 2006).  Na maior parte dos métodos 

colorimétricos, a taxa de crescimento e multiplicação é medida indiretamente por 

algum indicador de crescimento por meio do aparecimento de coloração, cuja 

intensidade é diretamente proporcional ao número de células presentes 

(HOUGHTON et al., 2007). 

Existem diferentes tipos de ensaios colorimétricos que utilizam corantes como 

(HENRIKSSON et al., 2006): 

 cristal violeta, cuja função é detectar células vivas; 

 sais de tetrazólio (MTT ou Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 

e o XTT ou hidróxido de 2,3-bis(2-metóxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-

[fenilamina)carbonil]-2H-tetrazolio, que detecta células metabolicamente ativas; 
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 alamar blue, que quantifica a viabilidade das células, extremamente estável e não 

tóxico para as células, considerado teste superior ao MTT; 

 SRB ou sulforrodamina B, que cora proteínas dentro das células.  

 

 

2.8.1 Ensaio colorimétrico com sulforrodamina B 

 

 

O teste da sulforrodamina B (SRB) é um método simples, sensível, 

reprodutível e rápido para avaliação da atividade antiproliferativa (VICHAI e 

KIRTIKARA, 2006). O SRB é uma aminoxantina de cor rosa brilhante e com dois 

grupos sulfônicos que são capazes de se ligar às porções terminais dos aminoácidos 

de proteínas. O teste se baseia na habilidade da SRB se ligar a componentes 

proteicos das células fixadas pelo ácido tricloroacético, independentemente da 

atividade metabólica das células. Estima indiretamente o número de células 

presentes corando o total de proteína celular (SKEHAN et al., 1990). É mais prático 

que o teste MTT, pois permite a leitura do resultado horas depois do ensaio e não 

necessariamente imediatamente como no ensaio do MTT (HOUGHTON et al., 2007). 

A superioridade do método SRB em relação ao MTT foi descrita por Keepers et al. 

(1991).  
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar as atividades melanogênica, genotóxica e antiproliferativa de extratos 

de Brosimum gaudichaudii e Dorstenia brasiliensis induzidas por radiação UVA. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

Os objetivos específicos da presente pesquisa são: 

a) Realizar análise farmacognóstica de duas espécies do Cerrado: Brosimum 

gaudichaudii e Dorstenia brasiliensis; 

b) Quantificar o teor de furanocumarinas em percolados e extratos; 

c) Obter perfil cromatográfico das tinturas e extratos; 

d) Avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos in vitro em células de 

melanoma; 

e) Avaliar a citotoxicidade dos extratos in vitro em células normais; 

f) Avaliar a ativação da melanogênese dos extratos em células de melanoma; 

g) Avaliar genotoxicidade in vivo dos extratos em Drosophila melanogaster; 

h) Comparar as atividades biológicas dos extratos, descritas acima, na presença 

e ausência de UVA. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Solventes, padrões e equipamentos 

 

 

O psoraleno e o 5-metoxipsoraleno (99% de pureza) foram adquiridos da 

Sigma Chemical. O 8-metoxipsoraleno (Metoxalen - Pharmacopeia Americana com 

mínimo 98% de pureza) foi fornecido pela DEG importadora de produtos químicos 

por meio da Farmácia Vide Vida. Os solventes empregados para extração foram de 

grau analítico Dinâmica e os solventes empregados em cromatografia líquida de 

alta eficiência acoplada a detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) foram grau 

CLAE (Darmstadt, Germânia). A água utilizada foi tratada pelo sistema Milli-Q 

(Millipore). 

A trituração das amostras coletadas foi realizada em micromoinho elétrico 

TECNAL 648. Os percolados foram obtidos em percoladores de vidro com 

capacidade para 1 e 2 litros. A evaporação do etanol foi realizada em evaporador 

rotatório FISATOM modelo 802A acoplado a banho-maria FISATOM modelo 550 e 

bomba a vácuo FAMAC 56. Os extratos foram liofilizados em aparelho Edwards com 

bomba a vácuo R8 e pesados em balança analítica BIOPRECISA FA-2104N 

(precisão 0,0001g). 

Nas análises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas 

placas de sílica gel 60 F254 da Merck.  

As análises qualitativas e quantitativas por CLAE foram realizadas em um 

cromatógrafo Shimadzu, com sistema de solvente binário – Modelo LC-20AD – 

combinado com um detector com arranjo de fotodiodos – Modelo SPD-M20A 

(Shimadzu). Um computador equipado com o programa LabSolutions foi usado para 

preparar os cromatogramas e medir a área dos picos. A separação dos psoralenos 

por CLAE foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa Shimadzu octadecil 

Shim-pack CLC-ODS de 25 cm de comprimento; 4,6 mm de diâmetro interno e 

diâmetro de partícula de 5 µm com uma pré-coluna (2,5 cm x 4,6mm) contendo 

mesma fase. 

Para análise dos extratos por cromatografia em fase gasosa acoplada a 

detector de massas (CG-EM) foi utilizado cromatógrafo Shimadzu 17 combinado 
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com detector seletivo de massa – Modelo QP 5000 (Shimadzu). A separação dos 

picos foi realizada utilizando uma coluna LM-5 (5% fenil 95% dimetilpolissiloxano) de 

15 m de comprimento; 0,2mm de diâmetro interno e espessura do filme de 0,2 µm. 

Além dos equipamentos já citados, empregaram-se também nos ensaios 

desenvolvidos: banho-maria FANEM modelo 100; capela de fluxo laminar 

LABCONCO Purifier Class II Biosafety; centrífuga CELM LS-3 plus; centrífuga 

EPPENDORF 5415D; centrífuga SIGMA 2K15 (4ºC); fitas UV-Tec para medição de 

dose de irradiação ultravioleta UVA e UV-Vis (320 - 420 nm), da UV-Tec 

Messtechnik, Alemanha (Figura 13); incubadora HEPA Class 100; leitor de 

Microplacas THERMO PLATE, TP-Reader, microscópio AXIOVERT 40C; vortex 

BIOMIXER QL-901. 

 

 

Figura 13 – Embalagem (a) contendo uma fita (b) para medição de dose de 
irradiação ultravioleta UVA e UV-Vis (320 - 420 nm), da UV-Tec Messtechnik, 
Alemanha.  
Fonte: http://www.uv-tec.de/sites/en/index.php?page=produkte 

 

 

4.2 Material vegetal 

 

 

Amostras de raiz de um indivíduo de B. gaudichaudii (Figura 14) foram 

coletadas no Parque dos Poderes, em terreno arenoso, no município de Campo 

Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, em agosto de 2008. Amostras de partes 

subterrâneas (rizomas + raízes) de uma centena de indivíduos de D. brasiliensis 

(Figura 15) foram coletadas na região do “Inferninho”, em região de terra vermelha, 

também no município de Campo Grande. Ambas as amostras foram coletadas de 

indivíduos com flores e/ou frutos. A identificação das espécies foi realizada pelo Dr. 

Arnildo Pott e o material testemunha depositado no Herbário da Universidade 
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Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande (CGMS), Mato Grosso do Sul, Brasil 

sob a numeração 22325 e 22883, respectivamente. 

 

 

Figura 14 – Fotografia do espécime de Brosimum gaudichaudii do qual foi coletada 
amostra da raiz. A, local de coleta; B, frutos; C, raiz exposta. 
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011. 

 

 

Figura 15 – Fotografia de um dos espécimes de Dorstenia brasiliensis do qual foram 
coletados o rizoma e a raiz. A, local de coleta; B, detalhe da inflorescência discoide; 
C, espécime com as partes subterrâneas expostas. 
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011. 
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A amostra da raiz de Brosimum gaudichaudii, coletada de modo a não 

prejudicar o desenvolvimento do indivíduo, foi lavada em água corrente e, em 

seguida, sua casca foi separada, manualmente, com auxílio de faca de aço inox. As 

partes subterrâneas de Dorstenia brasiliensis coletadas não foram lavadas em água 

corrente, devido a seu pequeno tamanho e muitas ramificações, pois a água poderia 

ficar retida sobre a amostra, alterando resultado da porcentagem de umidade. Foi 

realizada apenas uma delicada retirada da terra aparente na amostra. Em seguida, 

as amostras foram secas em estufa com circulação de ar à temperatura de 40ºC até 

peso constante e trituradas em micromoinho elétrico até pó grosso segundo a USP 

23, ou seja, 100% < que 0,840 µm e 40% ≤ 250µm. 

Os ensaios para determinação de umidade e cinzas totais foram realizados 

empregando-se as técnicas descritas pela Farmacopeia Brasileira IV. As pesagens 

de cada ensaio foram repetidas até estabilização do peso e os resultados foram 

expressos em porcentagens após cálculo da média e desvio padrão de três 

determinações. 

A determinação de umidade foi efetuada com as amostras pulverizadas (3 g) 

utilizando aquecimento em estufa 105°C, durante 5 horas. O teor de cinzas foi 

adquirido a partir de 3 g carbonizada em fogo direto e incinerada em mufla a 450°C, 

durante 5 horas, até peso constante. 

Os aspectos relacionados a cor, odor, textura, dentre outros, foram descritos 

para as amostras frescas e secas, antes e após a pulverização. Parte do material 

pulverizado de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis foi submetido à extração por 

percolação com etanol-água 7:3. Esta proporção dos solventes foi encontrada em 

ensaios preliminares. A proporção vegetal/eluente utilizada foi de 1:5 com a 

produção de aproximadamente 20 gotas de percolado por minuto, totalizando um 

período de aproximadamente 48 horas de percolação para B. gaudichaudii e 12 

horas para D. brasiliensis.  

Parte dos percolados foi armazenada a 4°C em vidro âmbar para análises 

posteriores. Os percolados foram então levados a evaporador rotatório a 40 °C e as 

soluções aquosas resultantes foram levadas ao liofilizador. Devido à formação de 

bolhas e projeção dos conteúdos durante a liofilização, foi necessário o 

congelamento das amostras na parede dos recipientes que as continham antes de 

serem colocadas no liofilizador. O procedimento foi realizado submergindo os 

recipientes com as amostras em acetona com pedras de gás carbônico sólido, 
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realizando movimentos rotatórios para que as amostras congelassem com 

espessura homogênea em toda a superfície dos recipientes. As amostras foram 

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

menos em duplicata (Figura 16). 

 

Figura 16 – Esquema simplificado representando o processo de coleta, 
processamento e extração dos farmacógenos de ambas as espécies do estudo. 
* de Brosimum gaudichaudii; ** de Dorstenia brasiliensis. 
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4.3 Avaliação cromatográfica 

 

 

Foram testados vários eluentes para obtenção do perfil em cromatografia em 

camada delgada (CCD). O eluente que se demonstrou mais adequado foi a mistura 

tolueno - acetato de etila - ácido fórmico (60:40:3) (DALL’STELLA, 2008), pois este 

sistema permitiu um melhor espaçamento entre as manchas dos padrões e a 

distinção de colorações das furanocumarinas. A revelação mais adequada, pelas 

mesmas razões, foi a revelação com KOH 5% seguida de visualização com luz UVA 

em 365 nm. 

Para análise CLAE-DAD, os percolados foram dissolvidos em etanol-água 7:3 

na proporção de percolado / eluente 1:20 (v/v) para B. gaudichaudii e 1:100 (v/v) 

para D. brasiliensis. Os extratos foram dissolvidos em etanol-água 7:3 na proporção 

de extrato / eluente 1:1 (m/v). Todas as amostras foram levadas a sonicação por 10 

minutos, filtradas em filtro Millex de 0,45µm para posterior injeção em CLAE. 

Para avaliação quantitativa de psoraleno e 5-MOP nos percolados e extratos 

foi utilizada uma condição isocrática, com eluente acetonitrila-água 55:25 (v/v), fluxo 

de 1 mL / minuto, tempo de análise de 15 minutos em comprimento de onda de 223 

nm (PIRES et al., 2004).  

As quantificações de psoraleno e 5-MOP nas amostras foram realizadas por 

meio de curva de calibração externa. Os padrões foram dissolvidos separadamente 

em metanol grau CLAE para obter soluções de estoque, e em seguida diluídas para 

concentrações entre 0,10 µg/mL e 202,00 µg/mL e analisadas em CLAE. Cada 

determinação foi realizada cinco vezes. Para cada padrão, um cromatograma 

correspondente foi obtido e um gráfico foi construído relacionando área e 

concentração.  

Os coeficientes de correlação foram determinados por meio da regressão 

linear da curva de calibração. Os parâmetros da equação (inclinação e intercepto) de 

cada curva padrão foram utilizados para obter os valores de concentração para as 

amostras. As análises foram iniciadas no Centro de Pesquisa em Biodiversidade da 

Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Dourados, MS, sob a supervisão da 

Profa. Dra. Cláudia Andréa Lima Cardoso e continuaram no Laboratório de 

Farmacognosia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, 

MS, sob a supervisão do Prof. Dr. Carlos Alexandre Carollo. 
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Para obtenção do perfil cromatográfico em CLAE-DAD dos percolados e 

extratos de D. brasiliensis e B. gaudichaudii, a condição gradiente mais adequada 

partia de um aumento gradiente da relação entre os solventes metanol – água de 

15:85 (v/v) para 100:0 (v/v) em 40 minutos, voltando à condição inicial em 10 

minutos, totalizando um tempo de 50 minutos com fluxo de 0,9 mL / minuto em 

comprimento de onda de 254 nm. 

Para avaliação de outros constituintes dos extratos foi utilizado o 

cromatógrafo em fase gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM) com 

temperatura da interface e do injetor de 280°C, modo de ionização por impacto de 

elétrons (70 eV). O gás de arraste utilizado foi Hélio com fluxo de 0,6 mL / minuto. A 

temperatura da coluna iniciou-se com 150°C, com aquecimento de 10°C por minuto 

até 240°C e em seguida de 5°C por minuto até 280°C, temperatura esta em que 

permaneceu por 20 minutos, totalizando 35 minutos de análise. As análises foram 

realizadas no Departamento de Química da Universidade Federal de Mato Grosso 

do Sul, Campo Grande, MS. 

 

 

4.4 Teste da atividade antiproliferativa 

 

 

O teste da atividade antiproliferativa foi realizado no Laboratório de Cultura de 

Células e Biologia Molecular da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a 

supervisão da Profa Dra. Maria de Fatima Cepa Matos. Para a avaliação da 

atividade antiproliferativa foi utilizada a linhagem de células neoplásicas B16-F10 

(ATCC – CRL-6322, células de melanoma murino) doada pelo Prof. Dr. Auro Nomizo 

da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de São 

Paulo. Também foi utilizada uma linhagem de células normais, VERO (ATCC – CCL-

81, de rim de macaco verde africano) adquirida do Instituto Adolpho Lutz, São Paulo 

para a determinação do índice de seletividade. 

Todo o procedimento para o manuseio das células foi realizado conforme 

Freshney (2005). As células estavam mantidas em nitrogênio líquido e para os testes 

foram descongeladas e cultivadas em frascos estéreis em meio de cultura RPMI 

1640 para B16-F10 e meio mínimo essencial modificado por Dulbecco (DMEM) para 

células VERO, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 50 µg de 
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gentamicina / mL (Europharma) (meio completo). Em seguida foram colocadas a 37 

ºC em atmosfera úmida contendo CO2 (5%). 

Uma vez que as células são aderentes, foi feita a remoção com solução de 

tripsina (0,25% + EDTA 1 mM) em tampão PBS, pH 7,4. Em seguida, foram 

transferidas para tubos cônicos contendo meio de cultura completo. Após 

centrifugação a baixa rotação, o meio com tripsina foi desprezado e as células 

ressuspendidas em pequeno volume de meio completo.  

A contagem de células viáveis foi feita com Trypan Blue® em Câmara de 

Neubauer. A suspensão de células foi preparada para que em cada cavidade da 

placa de 96 poços fosse depositado um volume de 100 µL de meio contendo 10.000 

células/cavidade. As placas foram estabilizadas por incubação por 24 h a 37 0C na 

incubadora de CO2. Com as células já aderidas, uma alíquota de cada fração das 

amostras-teste: extrato de B. gaudichaudii (chamado neste estudo de EBG), extrato 

de D. brasiliensis (chamado de EDB), psoraleno, 5-MOP e o controle positivo 8-

MOP, previamente dissolvidas em DMSO foram diluídas em meio de cultura com a 

maior concentração utilizada de 0,4%. Foram utilizadas 4 concentrações de cada 

amostra-teste ou controle positivo (0,25; 2,5; 25 e 250 µg/mL), sendo cada uma 

adicionada em 3 cavidades (triplicata). Na coluna 1, denominada controle negativo, 

as células foram cultivadas na ausência de qualquer amostra-teste. 

Após 30 minutos da adição dos extratos EBG e EDB, de psoraleno, 5-MOP e 

8-MOP, a placa foi irradiada com luz UVA 365nm em toda sua extensão (Lâmpada 

Mineralight UVGL-25). Para a padronização da dose de irradiação UVA foram 

utilizadas fitas de medição de luz UV. A dose padronizada foi de 940 mJ/cm2, com 

irradiação de 1,04 mW/cm2 por 15 minutos a uma distância de 3 cm do conteúdo das 

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

 

Figura 17 – Uma das placas do experimento de avaliação da atividade 
antiproliferativa dos extratos de Brosimum gaudichaudii e de Dorstenia brasiliensis, 
de psoraleno, 8-metoxipsoraleno e 5-metoxipsoraleno em células B16-F10 
(melanoma murino) sendo irradiada com luz UVA 365nm. 
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011. 
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Para avaliar a ação dos compostos na ausência da luz UVA, uma segunda 

placa foi semeada nas mesmas condições acima, e nesta não foi feita a irradiação 

da luz. 

Todas as placas voltaram para a incubadora a 37 ºC, onde permaneceram até 

o final do período de exposição das células às amostras-teste (48 h). 

As células foram então fixadas com ácido tricloroacético 40% por 30 minutos 

a 4°C e coradas com SRB, que tem como princípio a coloração das proteínas de 

membrana celular (SKEHAN et al., 1990). 

Na última etapa deste método foi utilizado o tampão Tris Base 10 mM, que 

solubiliza o corante ligado às proteínas de membrana das células fixadas. Em 

seguida as placas foram submetidas à agitação por 10 minutos para dissolução das 

proteínas coradas. A leitura foi realizada em leitor óptico de microplacas em 540nm. 

Foram obtidas as absorbâncias da amostras-teste (T), do controle negativo 

(CN), do branco das amostras-teste (B) e do início da incubação, ou seja, antes da 

adição das amostras-teste (T0).  

Usando essas absorbâncias, a resposta celular à incubação com as 

amostras-teste pode ser um estímulo do crescimento celular, uma inibição do 

crescimento, ou ainda, não ocorrer nenhum efeito da amostra-teste sobre as células. 

Se T > CN a amostra-teste estimulou o crescimento celular. Se T ≥ T0 e < CN, 

a amostra-teste inibiu o crescimento celular, ou seja, houve um efeito citostático. 

Para estas condições, o cálculo do crescimento celular (%) é realizado pela fórmula 

100 x [(T - T0) / (CN – T0)] (MONKS et al., 1991). 

Se T < T0, a amostra-teste induziu morte celular, ou seja, efeito citocida e 

pode ser calculada por 100 x [(T - T0) / T0] (MONKS et al., 1991).  

Com os valores do crescimento celular (%) em todas as concentrações das 

amostras-teste, foram elaborados gráficos por regressão não linear, tipo sigmoidal 

empregando-se o programa de análise de dados Origin 6.0. Os valores abaixo de 

100% e acima de zero representam inibição de crescimento, enquanto os valores 

negativos representam morte celular. 

A partir dos gráficos, três níveis de efeito são calculados: 1) concentração da 

amostra-teste que causa 50% de inibição do crescimento celular (IC50), ou seja, 

quando a concentração reduz em 50% a quantidade de proteínas em relação ao 

controle negativo durante o período de incubação; 2) concentração que causa 

inibição total do crescimento (TGI - total growth inibition), ou seja, a concentração 
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que faz com que a quantidade de proteína no fim da incubação com a amostra-teste 

seja igual à quantidade do começo e; 3) concentração que causa 50% de morte 

celular (LC50), ou seja, concentração que causa 50% de morte celular (MONKS et 

al., 1991). 

Amostras-teste com GI50  30 µg/mL foram consideradas ativas (ITARATH et 

al., 2004). O Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos (NCI) em seu 

programa de triagem de drogas anticâncer considera forte atividade antineoplásica 

valores GI50  a 4,0 µg/mL (SUFFNESS e PEZZUTO, 1991). Fouche et al. (2008) 

adotam o critério do Conselho de Pesquisa Científica e Industrial na África do Sul 

(CSIR), que considera uma droga com atividade anticâncer moderada se 6,25 µg/mL 

< TGI < 15 µg/mL em pelo menos duas linhagens de células neoplásicas. No 

presente trabalho, os compostos foram considerados inativos quando GI50 > 250 

µg/mL. 

O índice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto 

entre uma linhagem neoplásica e uma normal, indicando o potencial uso deste 

composto em testes clínicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde à divisão entre 

o valor da GI50 de cada composto-teste na linhagem de células normais VERO e o 

valor da GI50 de cada composto na linhagem de células neoplásicas. (IS= GI50 VERO 

/ GI50 células neoplásicas). Foi considerado significativo um valor de IS maior ou 

igual a 2,0 (HOUGHTON et al., 2007), ou seja, este valor significa que o composto é 

duas vezes mais ativo na linhagem de células neoplásicas B16-F10 do que em 

células normais (VERO).  

 

 

4.5 Padronização dos ensaios de ativação da melanogênese 

 

 

Para a avaliação da melanogenicidade dos extratos foram padronizados dois 

ensaios: de dosagem de melanina e de avaliação da ativação da tirosinase em 

células de melanoma murino (B16-F10) na presença e ausência de UVA. Também 

foram realizados experimentos apenas com a irradiação de UVA sobre as células 

para avaliar a atividade melanogênica da UVA na ausência dos compostos.   

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

crescimento celular de aproximadamente 70% das células segundo resultados 
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obtidos no teste de atividade antiproliferativa (0,25 µg/mL), já que em concentrações 

maiores a atividade antiproliferativa elevada não permitia avaliação da atividade 

celular de síntese de melanina e tirosinase pela alta taxa de inibição do crescimento 

celular.  

As concentrações dos extratos foram determinadas de acordo com a 

quantidade de furanocumarinas presentes, de forma que a concentração de 

psoraleno + 5-MOP em cada amostra fosse equivalente a 0,25 µg/mL, para melhor 

comparação com o controle positivo. Essas condições visaram avaliar se o estímulo 

à melanogênese estaria vinculado apenas às furanocumarinas ou se haveria 

interação sinérgica aditiva ou antagônica entre os componentes dos extratos. O 5-

MOP também foi utilizado na mesma concentração (0,25 µg/mL). 

Foram testadas várias quantidades de células de melanoma murino (B16-

F10) para o ensaio com cada amostra testada e controle positivo: 104; 105, 2x105, 

106, 2x106 e 5x106. A escolha da quantidade de células buscou obter resultados com 

valores de absorbância mensuráveis e reprodutivos nas repetições dos ensaios. 

Foram utilizadas placas de 96, 24, 12 e 6 poços segundo a quantidade de células. O 

uso da placa de 6 poços permitiu o teste com maior número de células por cavidade, 

que se mostraram bem aderidas após as 24 horas de incubação.  

O cultivo e manutenção da linhagem foram os mesmos realizados para o 

teste de atividade antiproliferativa. Para ambos os experimentos de avaliação da 

melanogenicidade, foi padronizada a placa de 6 poços contendo 2.500.000 

células/cavidade. Para avaliação de cada amostra-teste ou controle positivo foram 

utilizadas 5.000.000 células, ou seja, 2 cavidades para se obter resultados 

reprodutivos (Figura 18). Foram adicionados às cavidades 2,5 mL de meio RPMI 

com 50 µL/mL de gentamicina e após 24h, adicionados mais 2,5 mL de meio no 

controle negativo e 2,5 mL das amostras-teste ou controle positivo diluídos em meio 

com no máximo 0,4% de DMSO.  

Foi incidida luz UVA 365nm 30 minutos após a adição da droga com 

irradiância de 1,04 mW/cm2 a uma distância de 3 cm, com dose de irradiação total 

de 940 mJ/cm2. 
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Figura 18 – Esquema representando o conteúdo das cavidades da placa de 6 poços 
utilizada para avaliação da melanogenicidade do 8-metoxipsoraleno (8-MOP) na 
presença de UVA e seu correspondente controle negativo.  

 

As células com o meio foram coletadas por meio de “Scraper” e centrifugadas 

a 3000 rpm por 10 minutos. Foi adicionado 1 mL de PBS gelado sobre o pellet, 

realizada a homogeneização e nova centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi retirado e o procedimento de lavagem com PBS repetido. O mesmo 

procedimento descrito foi realizado para obtenção do pellet para dosagem de 

melanina ou para dosagem da ativação da tirosinase. 

Para dosagem de melanina, foi padronizada a adição de 200 µL de NaOH 1M 

(para romper as células e solubilizar a melanina) sobre o pellet e realizada a 

homogeneização. Foram testados vários procedimentos para solubilização da 

melanina: utilização do vortex por 30 minutos (GUAN et al., 2008), incubação por 1 

hora a 80°C (IM et al., 2003) e permanência em temperatura ambiente por 16h 

(MATSUDA et al., 2004). Mostraram-se mais reprodutivos os resultados obtidos com 

a mistura sendo mantida por 16h em temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se 

a centrifugação a 10.000 rpm por 10 minutos para clarificar o sobrenadante. Para a 

leitura da absorbância foram testados um espectrofotômetro com cubeta de quartzo 

com volume para 1 mL e um leitor de microplacas e os  comprimentos de onda de 

475 nm (IM et al., 2003, MATSUDA et al., 2004) e 492nm (GUAN et al., 2008) com a 

subtração da absorbância do branco de cada valor de absorbância obtida. O 
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conteúdo de melanina das células B16-F10 cultivadas sem as amostras-teste foi 

correspondente ao valor controle de 100% (GUAN et al., 2008). 

Leituras mais reprodutivas foram encontradas no uso do leitor de microplacas 

em 492nm. A ativação da melanogênese foi calculada a partir da relação do teor de 

melanina das amostras-teste e do controle positivo com o controle negativo, 

considerando os seus correspondentes desvios padrão em três experimentos 

independentes. 

Para dosagem da ativação da tirosinase, foi testada a diluição do pellet em 

solução de PBS e em misturas de PBS com Triton e PMSF e os volumes de 100, 

150 e 200 µL. Foram obtidos resultados mais homogêneos na adição de 150 µL de 

PBS Triton 0,2% PMSF 1mM sobre o pellet. Após a homogeneização das células do 

pellet com a referida solução, a mistura foi congelada em nitrogênio líquido e 

posteriormente mantida a - 20 °C durante 24 horas. Após este período, as amostras 

foram descongeladas em temperatura ambiente, centrifugadas a 13000 rpm por 30 

minutos a 4°C conforme Im et al. (2003). Ao sobrenadante foram adicionados vários 

volumes da enzima L-DOPA 6mmol/L, sendo o volume de 150 µL escolhido por 

obter maior absorbância após o final do ensaio. A mistura de células em PBS + 

Triton + PMSF em contato com a solução aquosa de L-DOPA foi mantida a 37°C por 

1 hora (GUAN et al., 2008). Após a reação, o conteúdo teve sua absorbância lida no 

leitor de microplacas a 492 nm conforme Guan et al. (2008) e em 475 nm conforme 

Im et al. (2003) com a subtração da absorbância do branco de cada valor de 

absorbância obtida. O melhor comprimento de onda para obtenção de dados 

reprodutíveis foi 492 nm e a ativação da tirosinase foi expressa segundo a equação: 

% ativação = (A − B)/B × 100%, onde A representa a absorbância do composto 

teste, e B a absorbância do controle negativo (GUAN et al., 2008). 

 

 

4.6 Avaliação da atividade genotóxica 

 

 

Para aumentar o conhecimento sobre o potencial genotóxico e os 

mecanismos mutagênicos associados aos extratos EBG e EDB, esses compostos 

foram avaliados por meio do ensaio SMART com adaptações, utilizando linhagens 

de Drosophila melanogaster que apresentam genes marcadores recessivos para o 
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número de pelos (mwh) e para a forma do mesmo (flr3). Estes marcadores permitem 

quantificar os danos ocasionados ao DNA das células somáticas das asas de D. 

melanogaster. Este teste pode detectar um conjunto diversificado de eventos 

mutacionais, como mutações pontuais, deleções e certos tipos de aberrações 

cromossômicas, assim como de recombinação mitótica (GRAF et al., 1984).  

Na análise das lesões induzidas, pode-se contabilizar o número total de 

manchas ou o tipo de mancha encontrada, sendo que o primeiro aspecto fornece 

dados quantitativos, enquanto que o segundo elucida quanto ao tipo de lesão 

ocorrida. As manchas simples pequenas correspondem a mutação dos pelos de 1 ou 

2 células vizinhas e as manchas simples grandes correspondem a mutação dos 

pelos de 3 ou mais células vizinhas, ambas as manchas contendo apenas um tipo 

de mutação, na forma de pelos múltiplos ou pelo em forma de “chama de vela”. As 

manchas gêmeas correspondem à mutação de células contendo pelos múltiplos e 

em célula vizinha o pelo em forma de “chama de vela”, independente do número de 

células vizinhas mutadas (GRAF et al., 1984).  

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

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

 

 

Figura 19 - Esquema representativo de cruzamento padrão e de cruzamento de alta 
bioativação metabólica em Drosophila melanogaster. 
Fonte: adaptada de Graf et al., 1984. 
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1) Cruzamento padrão (Standard cross – ST): fêmeas virgens da linhagem 

flare (flr), com genótico flr3/In(3LR)TM3, ri pp sep I(3)89Aa bx34e e BdS (abreviado 

como flr3/TM3, BdS) foram cruzadas com machos da linhagem multiple wing hairs 

(mwh), com genótipo mwh/mwh.  

2) Cruzamento de alta bioativação metabólica (High bioactivation cross – HB): 

fêmeas virgens da linhagem ORR/flare (ORR/flr), com genótipo ORR/ORR; 

flr3/In(3LR)TM3, ri pp sep I(3)89Aa bx34e e BdS (abreviado como ORR; flr3/TM3, BdS) 

foram cruzadas com machos mwh/mwh. A linhagem ORR/flare possui os 

cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R (R), resistente ao pesticida 

diclorodifeniltricloroetano (DDT), contendo genes responsáveis por alto nível de 

enzimas de metabolização do tipo citocromo P(CYP)6 A2 (GRAF; SCHAIK, 1992). A 

comparação entre os resultados de ambas as linhagens permite avaliar a presença 

de compostos mutagênicos ativados ou inativados in vivo pela metabolização 

enzimática. 

De ambos os cruzamentos foram coletados ovos por um período de 8 horas, 

em frascos contendo uma base sólida de ágar (3% em água) e uma camada de 

fermento de padaria (Saccharomyces cerevisiae) suplementado com açúcar. Após 

72 horas  4 horas, larvas de 3° estágio foram lavadas com água corrente e 

coletadas com o auxílio de uma peneira de malha fina. Grupos de larvas foram 

transferidos para tubos de ensaio e em seguida foi adicionado um volume de 3 mL 

de água contendo um dos extratos ou o 8-MOP, previamente dissolvidos em Twin-80 

e etanol, de tal forma que a concentração final destes não excedesse 0,2 e 0,5 % 

respectivamente. Foram utilizadas três concentrações de cada extrato (0,4; 0,8; 1,6 

mg/mL) e três do 8-MOP (0,1; 0,2 e 0,4 mg/mL). Após 30 minutos da adição dos 

extratos e do 8-MOP, os conteúdos das cavidades receberam tratamento UVA 365 

nm (Lâmpada Mineralight UVGL-25) por 15 minutos com irradiância de 1,04 mW/cm2 

a uma distância de 3 cm, com concentração de irradiação total de 940 mJ/cm2. A 

padronização foi realizada com auxílio das fitas de medição de luz UV. No controle 

negativo, as larvas foram expostas ao mesmo volume de água contendo Twin-80 e 

etanol (0,2 e 0,5% respectivamente) e tratadas com UVA. Para avaliar a atividade 

mutagênica dos compostos na ausência da luz UVA, o mesmo experimento foi 

realizado sem irradiação da luz. Logo em seguida, os conteúdos dos tubos de 

ensaio foram transferidos para frascos de vidros contendo 1,5g de meio de cultura 

alternativo (purê instantâneo de batata Yoki®). Adultos emergentes portadores dos 
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dois tipos de genótipos mwh + / + flr3 (trans-heterozigoto marcado – MH) e mwh + / + 

TM3, BdS (heterozigoto balanceado – BH) foram coletados e fixados em etanol 70%. 

As asas foram destacadas e montadas entre lâminas e lamínulas com 

solução de Faure e analisadas quanto à ocorrência de diferentes tipos de manchas 

mutantes, em microscópios ópticos com magnificação de 400x. Foram realizados 3 

experimentos independentes (Figura 20) em dois protocolos de tratamentos: na 

presença e na ausência de irradiação UVA, totalizando 1600 asas analisadas. Para 

o preparo da curva de sobrevivência, foram contados os indivíduos vivos após 7 dias 

provenientes do experimento realizado com 20 larvas. 

 

Figura 20 – Esquema com fotografias ilustrando a metodologia do teste SMART 
utilizado com adaptações para o estudo. 
Fonte: QUEVEDO AEP, 2011. 
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A análise da superfície dorsal e ventral das asas considera o número de 

manchas que fornece dados quantitativos e o tipo de mancha que permite identificar 

o evento genotóxico induzido. Manchas simples que expressam apenas um dos 

genes mutantes, flr3 ou mwh, indicam a ocorrência de mutação gênica e/ou 

cromossômica, bem como recombinação. Entretanto, manchas gêmeas formadas 

por células adjacentes expressando os fenótipos flr3 e mwh originam-se, 

exclusivamente, de eventos recombinacionais (GRAF et al., 1984). A distinção entre 

manchas simples pequenas (1-2 células mutantes) e manchas grandes (3 ou mais 

células mutantes) é importante porque as primeiras são formadas durante o último 

e/ou penúltimo ciclos de divisão mitótica que estão ocorrendo na pupa, enquanto 

que as grandes são produzidas mais cedo, durante o desenvolvimento da larva. As 

manchas simples pequenas são originadas por mutações cromossômicas 

(aneuploidia) e/ou grandes deleções, independente do tempo em que elas foram 

induzidas, já que essas células apresentam uma baixa taxa de divisão celular (GRAF 

et al., 1984). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Material vegetal 

 

 

A seleção da casca da raiz de B. gaudichaudii como parte da planta a ser 

estudada deve-se a análises anteriores no caule, folhas e raízes que permitiram 

verificar que mais de 99% das furanocumarinas se encontravam na raiz, menos de 

0,01% no caule e estavam ausentes nas folhas. Além disso, mais de 90% das 

furanocumarinas presentes na raiz se encontram na casca (PIRES, 2004). As partes 

subterrâneas de D. brasiliensis foram selecionadas para o estudo baseado nas 

indicações etnomédicas (ALICE et al., 1995; ALMEIDA, 1993). Além disso, as partes 

subterrâneas são detentoras de mais de 50% da massa total de cada indivíduo.  

O porte arbustivo ou arbóreo de B. gaudichaudii em contraposição ao porte 

rasteiro de D. brasiliensis apoia a escolha do segundo como fonte de extratos 

contendo furanocumarinas. Além disso, em D. brasiliensis há maior facilidade de 

obtenção da parte da planta utilizada, menor tempo para obtenção de novos 

indivíduos adultos e facilidade de reprodução, permitindo uma extração sustentável 

e a possibilidade de se obter matérias-primas mais uniformes por meio de técnicas 

de domesticação da espécie. Segundo Viu et al. (2007), o uso e a coleta 

indiscriminados do córtex da raiz de B. gaudichaudii podem acelerar seu processo 

de extinção ou a erosão genética da espécie. 

Em relação às características organolépticas, ambas as amostras frescas 

das espécies apresentaram odor adocicado característico de figo. A casca da raiz de 

B. gaudichaudii fresca e após a secagem possui coloração marrom-avermelhada, 

tendo na sua porção interna (antes em contato com o cerne) coloração 

esbranquiçada, que vai adquirindo tons esverdeados 2 horas após a coleta. As 

partes subterrâneas de D. brasiliensis possuem coloração marrom escuro antes e 

após a secagem, sendo as colorações mantidas após a pulverização.  

A secagem da casca da raiz de B. gaudichaudii eliminou 74,7% do seu 

peso inicial, resultando em 1090 g. Das partes subterrâneas de D. brasiliensis, 

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

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

 

 

5.2 Preparo dos percolados e extratos  

 

 

Parte dos 1090 g de material pulverizado de B. gaudichaudii e dos 251 g de 

material de D. brasiliensis (600g e 160g, respectivamente) foi extraída por 

percolação. A percolação farmacopeica foi selecionada como método de extração 

por produzir extratos com teor de marcadores e perfil cromatográfico reprodutíveis, 

por ser um método eficiente na extração, por apresentar menor risco de reações 

químicas devido à temperatura utilizada em relação a outros métodos como a 

extração com Sohxlet dentre outros, e ser capaz de ser ampliada para escala 

comercial. Além disso, por ser extração hidroalcoólica, não é necessária a 

apresentação de informações referentes aos resíduos de solventes no laudo de 

análise do derivado vegetal pelo fabricante do produto acabado (BRASIL, 2010a).  

Para o estudo farmacológico das espécies, a forma farmacêutica escolhida foi 

o extrato seco. O extrato seco têm sido uma tendência no mercado fitoterápico 

mundial, em razão da maior uniformidade dos lotes produzidos e da maior 

concentração e padronização dos constituintes ativos (FERREIRA e LEITE, 2009). 

Foram produzidos 3000 mL de percolado de B. gaudichaudii e 800 mL de 

percolado de D. brasiliensis. O extrato preparado a partir do percolado de B. 

gaudichaudii resultou em 188,4 g e o extrato de D. brasiliensis, em 42,4 g. Ambos os 

extratos apresentaram-se bastante higroscópicos, de coloração marrom e 

consistência firme. Os rendimentos da obtenção dos extratos a partir de material 

vegetal seco pulverizado foram 31,4% e 26,5% para B. gaudichaudii e D. 

brasiliensis, respectivamente (Figura 21). 
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Figura 21 – Porcentagens de rendimento na preparação dos percolados e extratos 
de Brosimum gaudichaudii e Dorstenia brasiliensis e de furanocumarinas psoraleno 
e 5-metoxipsoraleno neles contidos. 

 

 

5.3 Avaliação cromatográfica  

 

 

Os métodos cromatográficos são recomendados para controle de qualidade 

dos produtos fitoterápicos com muitas vantagens sobre outros métodos (OLIVEIRA 

et al., 2005).  

 

 

5.3.1 Cromatografia em camada delgada 

 
 
 

A condição cromatográfica escolhida permitiu a obtenção de um perfil 

cromatográfico para as amostras com a visualização das manchas relacionadas às 

furanocumarinas psoraleno e 5-MOP (Figura 22).  
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Figura 22 – Perfil cromatográfico em cromatografia em camada delgada dos padrões 
psoraleno (1), 5-metoxipsoraleno (2), extrato de Dorstenia brasiliensis (3), percolado 
de Dorstenia brasiliensis (4), extrato de Brosimum gaudichaudii (5), percolado de 
Brosimum gaudichaudii (6), tendo como fase móvel a mistura tolueno - acetato de 
etila - ácido fórmico (60:40:3) e revelação com KOH 5%, seguida de visualização 
com luz UVA (365 nm). 
 

O padrão de psoraleno adquiriu coloração azul com fator de retenção (Rf) de 

0,64 e o 5-metoxipsoraleno, coloração amarela, com Rf de 0,61. Quando psoraleno 

e 5-metoxipsoraleno estão conjuntamente presentes, como no percolado e extrato 

de D. brasiliensis, tem-se uma única mancha amarelada com Rf intermediário entre 

0,61 e 0,64.  

 

 
5.3.2 Cromatografia líquida de alta eficiência e cromatografia em fase gasosa 

 

 

O método utilizado para quantificação das furanocumarinas nos percolados e 

extratos secos obtidos por liofilização de D. brasiliensis e B. gaudichaudii foi 

previamente desenvolvido e validado para soluções orais de quatro matrizes 

diferentes contendo misturas de tinturas hidroalcoólicas de plantas, dentre elas a D. 

multiformes, sendo que uma das matrizes continha apenas a tintura de D. 

multiformes (PIRES et al., 2004). Este método foi aplicado com sucesso para 

quantificação de psoraleno e 5-metoxipsoraleno nos percolados e extratos neste 

trabalho, pois garantiu a separação dos picos cromatográficos das substâncias de 
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interesse e a avaliação da pureza destes picos demonstrou que eram atribuídos a 

apenas um componente (Figuras 23 e 24). 

 
Figura 23 - Cromatograma do percolado (superior) e do extrato (inferior) de 
Brosimum por CLAE-DAD em acetonitrila-água 55:25 (v/v), fluxo de 1 mL / minuto, 
223 nm. 5-MOP, 5-metoxipsoraleno. 
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Figura 24 - Cromatograma do percolado (superior) e do extrato (inferior) de 
Dorstenia brasiliensis por CLAE-DAD em acetonitrila-água 55:25 (v/v), fluxo de 1 mL 
/ minuto, 223 nm. 5-MOP, 5-metoxipsoraleno. 

 

As médias de erro das áreas dos picos das replicatas das injeções (n=5) 

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

linearidade do método foi determinada por regressão linear. Os demais parâmetros 

foram baseados no método para quantificação de furanocumarinas desenvolvido e 

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

2004). 

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

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

Amostras Psoraleno 5-MOP 

PBG  < LD 0,85 ± 0,01 

PDB  2,10 ± 0,04 1,08 ± 0,03 

DP, desvio padrão; LD, limite de detecção 

 

O extrato de Brosimum gaudichaudii (EBG) e o extrato de Dorstenia 

brasiliensis (EDB) apresentaram 40,77 mg e 85,33 mg de furanocumarinas 

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

 

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

Amostras  Psoraleno 5-MOP 

EBG < LD 40,77 ± 0,29 

EDB 56,33 ± 0,68 29,00 ± 0,43 

DP, desvio padrão; LD, limite de detecção 

 

Considerando-se o rendimento de furanocumarinas (psoraleno + 5-MOP) por 

grama de droga vegetal seca pulverizada, obtiveram-se 10,10 mg/g de casca da raiz 

seca pulverizada de B. gaudichaudii e 69,88 mg/g de partes subterrâneas secas 

pulverizadas de D. brasiliensis. Celeghini et al. (2007) obtiveram 10,54 mg de 

furanocumarinas (psoraleno + 5-MOP) por grama de rizoma seco pulverizado de 

amostra comercial de D. brasiliensis utilizando maceração com ultrassom como 

método de extração. Esses valores sugerem um bom rendimento da extração de 

furanocumarinas pela percolação selecionada para esse estudo, mesmo que este 

método de extração não tenha sido selecionado por este motivo.  

Buscou-se a obtenção de extratos ricos na maior parte dos metabólitos 

secundários para obtenção de um perfil cromatográfico adequado para o controle de 

qualidade. Também de matéria-prima representativa para ensaios de atividade 

farmacológica, pois é amplamente reconhecido que a atividade biológica de uma 

espécie vegetal muitas vezes está baseada na interação sinérgica entre os diversos 



77 

 
 

 

componentes nela presentes e não apenas na ação de uma substância isolada 

(VILEGAS et al., 2009). 

Avaliando-se as bandas de absorção dos demais picos do cromatograma do 

EBG em CLAE-DAD, verificou-se que tanto o percolado como o extrato 

apresentavam uma mistura de substâncias nos tempos de retenção entre 2,5 e 4,0 

minutos contendo um fenilpropanoide e flavonoides (Figura 23). Porém a condição 

cromatográfica desenvolvida e validada para quantificação de furanocumarinas não 

permitia identificação nem quantificação daquelas substâncias devido à 

sobreposição dos picos. 

Realizando-se a mesma avaliação com o cromatograma de EDB, observou-se 

que o pico com tempo de retenção de 12 minutos (Figura 24), chamado de 

substância D para este estudo, continha bandas de absorção semelhantes às de 5-

MOP (Figura 25). O psoraleno apresentou bandas em 203, 246 e 292 nm enquanto 

que o 5-metoxipsoraleno em 222, 250-268 e 311 nm e a substância D em 223, 261 e 

310 nm (Figura 25). Esse dado sugere que a substância D contenha parte de sua 

molécula semelhante ao 5-MOP. 

 

 

Figura 25 – Bandas de absorção do psoraleno, 5-metoxipsoraleno e da substância D 
obtidas do extrato de Dorstenia brasiliensis em detector de arranjo de fotodiodo 
(DAD). 
 

Para identificar a substância D, o extrato EDB foi avaliado em cromatografia 

em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) obtendo-se o 

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

No cromatograma de EDB obtido por CG-EM (Figura 26) puderam ser 

identificados o psoraleno (1) e o 5-metoxipsoraleno (2) nos tempos de retenção de 7 

e 9 minutos, respectivamente, comparando-se os dados dos fragmentogramas de 

massas obtidos (Figura 27) com os da literatura (NASSAR et al., 2010).  O psoraleno 

foi identificado pelo mecanismo de fragmentação: m/z 186 [M+, C11H6O3] com perdas 

sucessivas de três moléculas de monóxido de carbono, obtendo-se os fragmentos: 

m/e 158 [M-CO]+, 130 [158-CO]+ e 102 [130-CO]+, a perda do radical etila a partir do 

fragmento m/e = 102 origina o fragmento m/e = 76, e a partir deste origina m/e = 51 

(Figura 27). O 5-metoxipsoraleno pelo mecanismo: m/z 216 [M+, C12H8O3], m/e 201 

[M+-CH3], seguido de quatro perdas sucessivas de moléculas de monóxido de 

carbono, obtendo-se os fragmentos m/e: 173 [201-CO]+, 145 [173-CO]+, 117 [173-

CO]+ e 89 [117-CO]+ (Figura 27). 



79 

 
 

 

 

Figura 27 – Espectro de massas do psoraleno, 5-metoxipsoraleno e da substância D 
do extrato de Dorstenia brasiliensis obtidos por CG-EM com temperatura da interface 
e do injetor de 280°C, modo de ionização por impacto de elétrons (70 eV), gás de 
arraste Hélio, fluxo de 0,6 mL / minuto, temperatura da coluna iniciando em 150°C, 
com aquecimento de 10°C por minuto até 240°C e em seguida de 5°C por minuto 
até 280°C, temperatura esta em que permaneceu por 20 minutos. 

 

O pico 3 assinalado no cromatograma de EDB com tempo de retenção de 23 

minutos (Figura 26) provavelmente corresponde ao pico em 12 minutos do 

cromatograma do extrato na condição de quantificação em CLAE-DAD (Figura 24) 

anteriormente chamado de substância D. Foi sugerido que a molécula possuía uma 

porção semelhante ao 5-MOP pela avaliação das bandas de absorção.  

O fragmentograma de massas obtido a partir do pico 3 (Figura 26) indica que 

a substância D seja a furanocumarina dorstenina (Figura 28) pela comparação dos 

fragmentos com os da literatura (TERREAUX et al., 1995) e já foi descrita em D. 

brasiliensis (KUSTER et al., 1994), D. contrajerva e D. bahiensis (TERREAUX et al., 

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

 

A partir da RDC 14 (BRASIL, 2010a), a vigilância sanitária passa a exigir 

também, além do perfil cromatográfico ou prospecção fitoquímica do produto 

acabado, o perfil cromatográfico ou prospecção fitoquímica do seu derivado vegetal 

de partida (percolado, extrato seco entre outros). Neste sentido, buscou-se uma 

condição cromatográfica gradiente que produzisse um perfil cromatográfico mais 

representativo para as espécies em estudo, com melhor separação dos picos das 

substâncias mais polares que as furanocumarinas. Na melhor condição gradiente 

encontrada, pode-se observar picos mais definidos para as substâncias mais polares 

em relação à condição isocrática. Neste caso, os tempos de retenção do psoraleno e 

5-MOP são 18,9 minutos e 23,1 minutos, respectivamente (Figura 29).  
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Figura 29 - Perfis cromatográficos dos extratos de Brosimum gaudichaudii (superior) 
e Dorstenia brasiliensis (inferior) por CLAE-DAD em aumento gradiente da relação 
entre os solventes metanol – água de 15:85 (v/v) para 100:0 (v/v) em 40 minutos, 
voltando à condição inicial em 10 minutos, fluxo de 0,9 mL / minuto, 254 nm. 5-MOP, 
5-metoxipsoraleno. 

 

 

5.4 Avaliação da atividade antiproliferativa  

 

 

As atividades antiproliferativas dos extratos EBG e EDB e das 

furanocumarinas psoraleno, 5-metoxipsoraleno (5-MOP) e 8-metoxipsoraleno (8-

MOP) foram avaliadas em cultura de células neoplásicas B16-F10 tratadas e não 

tratadas com UVA. As furanocumarinas psoraleno e 5-MOP foram testadas por 
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serem as furanocumarinas quantificadas nos extratos. O 8-MOP foi utilizado como 

controle positivo por ser uma das furanocumarinas mais utilizadas no tratamento 

PUVA (SAID et al., 1997; MILIONI et al., 2001). 

A curva concentração-resposta é uma das melhores formas de se visualizar a 

atividade antiproliferativa das amostras testadas. Com esse tipo de gráfico é possível 

verificar se a substância em questão possui efeito citostático (pontos da curva acima 

do ponto zero), efeito citocida (pontos da curva abaixo do ponto zero) ou inibição 

total do crescimento quando T=T0, ou seja, a concentração que promove 100% de 

inibição celular (TGI) é o valor no eixo da abscissa onde a curva corta o eixo das 

ordenadas. A Figura 30 mostra a atividade antiproliferativa de 8-MOP sobre a 

linhagem celular neoplásica B16-F10 com a representação dos pontos relacionados 

às variáveis GI50, LC50 e TGI, que foram exatamente calculadas no programa de 

dados Origin 6.0. 

 
Figura 30 - Curva concentração-resposta gerada a partir da exposição de células de 
melanoma murino B16-F10 ao 8-MOP na presença de UVA. GI50, inibição do 
crescimento de 50% das células; TGI, inibição total do crescimento e LC50, 

concentração necessária para morte de 50% das células.  
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Todas as amostras-teste foram citostáticas nas concentrações de 0,25 μg/mL. 

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

concentração de 2,5 μg/mL e foram citocidas nas concentrações de 25 μg/mL e 250 

μg/mL. O extrato EDB e o 5-MOP foram citostáticos na concentração de 2,5 μg/mL e 

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

 

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

 

Amostra Concentração (µg/mL) Crescimento celular (%)  DP 

EBG 0,25 76,66  0,35 

2,5 49,46  0,20 

25 -56,70  1,99 

250 -94,76  0,15 

EDB 0,25 64,06  0,55 

2,5 42,30  1,05 

25 -95,50  0,45 

250 -96,66  0,15 

psoraleno 0,25 60,03  0,05 

2,5 -50,56  0,55 

25 -88,86  0,15 

250 -95,66  1,26 

5-MOP 0,25 73,5  0,50 

2,5 46,36  0,15 

25 -87,06  1,35 

250 -100  0 

8-MOP 0,25 68,50  0,90 

2,5 -14,00  0,60 

25 -94,06  0,057 

250 -98,7  0,3 

DP, desvio padrão. 
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A figura 31 representa a curva concentração-resposta obtida com os extratos 

EBG e EDB, psoraleno, 5-MOP e 8-MOP sobre a linhagem de células neoplásicas 

B16-F10 tratadas com UVA. 

 

 

 
Figura 31 - Curva concentração-resposta gerada a partir da exposição de células de 
melanoma murino B16-F10 aos extratos de Brosimum gaudichaudii (EBG) e de 
Dorstenia brasiliensis (EDB), a psoraleno, a 5-metoxipsoraleno (5-MOP) e a 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) na presença de UVA. 
 

Os valores de GI50 de EBG, EDB, psoraleno, 5-MOP e 8-MOP em células 

B16-F10 sob a luz UVA foram 2,45; 2,05; 0,25; 2,30; e 0,28 μg/mL, respectivamente. 

Todas as amostras-teste foram ativas segundo critério de Itarath et al. (2004), (GI50  

30 µg/mL) e de forte atividade antineoplásica segundo critério do Instituto Nacional 

do Câncer dos Estados Unidos (NCI) (GI50  4 µg/mL). A menor citotoxicidade do 5-

MOP em relação ao 8-MOP pode explicar que o tratamento PUVA utilizando 5-MOP 

em vez de 8-MOP tem mostrado bons resultados, com menor fototoxicidade e 

menos efeitos colaterais (STEINER e VILLAS, 2004). 

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

corroboram o interesse no potencial anticâncer dos psoralenos no tratamento de 
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tumores sólidos e na prevenção da proliferação in vitro de células neoplásicas como 

as de carcinoma de bexiga (KEANE et al., 1992), carcinoma mucoepidermoide (WU 

et al, 1992) e de câncer de mama (Wu et al., 1998) entre outros. Dentre os relatos, 

Leite et al. (2004) avaliaram a atividade do 8-MOP com irradiação UVA em células 

de melanoma humano SK-Mel 37 pelo método MTT, encontrando um valor de GI50 

de 14,4 µM (3,10 µg/mL) em 48 horas de incubação. Isoldi et al. (1999) também 

avaliaram a atividade do 8-MOP com irradiação UVA em células de melanoma 

humano SK-Mel 28 e C32TG. Relatam que nas primeiras 24h de tratamento houve 

um aumento da proliferação celular seguido de atividade antiproliferativa e 

melanogênica em 48 e 72h de incubação. Estes dados corroboram os resultados 

obtidos no presente estudo com 48h de incubação, ainda que não seja possível 

comparar as mesmas variáveis, uma vez que os métodos empregados foram 

diferentes.  

A maioria dos fármacos utilizados atualmente no tratamento de câncer ou 

danificam o DNA ou inibem a replicação do DNA (COOPER, 2001), ou seja, são 

fármacos com atividade antiproliferativa. Wang et al. (2011) relata que o psoraleno 

pode inibir o crescimento de células neoplásicas: K562 (célula eritroleucemia 

humana), K562/ADM (linhagem resistente a doxorrubicina K562), KB (linha de 

carcinoma oral humana) e KBv200 (linhagem resistente à vincristina); e de células 

normais primárias HPDL (ligamento periodontal humano). 

A efetividade do tratamento dos psoralenos com a UVA tem sido atribuída às 

suas propriedades de ligação fotoinduzida ao DNA (PATHAK e FITZPATRICK, 

2004). Algumas investigações têm demonstrado que o psoraleno fotoativado 

também pode modificar proteínas e suas atividades (SCHMITT et al., 1995) podendo 

envolver, ao menos em parte, um possível mecanismo envolvendo sítios de ligação 

específicos para psoralenos nas células, com localização precisa ainda não 

conhecida, porém sem relação com o DNA (LASKIN et al., 1985). Laskin e Lee 

(1985) relatam a associação da ligação de 8-MOP e TMP fotoativados às células KB 

(linhagem de células humanas epiteliais) com a inibição da ligação do receptor do 

fator de crescimento epidérmico (EGF) e a sua internalização, indicando que a 

membrana celular pode ser um alvo importante para a ação psoralenos fotoativados 

na modulação do crescimento e da diferenciação das células da epiderme. 

Os valores de GI50 dos extratos e furanocumarinas indicam forte atividade 

antiproliferativa em todas as amostras. Os valores de GI50 dos extratos estão de 
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acordo com as furanocumarinas neles presentes, pois o EDB (GI50 de 2,05) possui 

psoraleno (GI50 de 0,25) e 5-MOP (GI50 de 2,30) e o EBG (GI50 de 2,45), possui 

apenas o 5-MOP (GI50 de 2,30).  

O EDB também possui a furanocumarina dorstenina, que não foi quantificada 

para este estudo, pois sua atividade fotossensibilizante é bem menor (LOPES et al., 

2001). Lopes et al. (2001) associam a menor ação fotossensibilizante à formação de, 

principalmente, monoadutos com o DNA, enquanto ambos, psoraleno e 5-MOP 

possuem alta ação fotossensibilizante devido à formação de diadutos.  

Os valores de GI50 dos extratos e furanocumarinas obtidos neste estudo 

inferem que o uso dos extratos tem vantagens em relação ao uso das 

furanocumarinas psoraleno e 5-MOP isoladas, pois os extratos possuem forte 

atividade antiproliferativa, mesmo contendo 4% a 9% de furanocumarinas em sua 

composição. Os compostos ativos de um fitocomplexo podem agir sinergicamente 

entre eles ou com outros compostos, resultando em maior atividade biológica 

(VAGNER, 2009). Para melhor compreensão pode-se relatar que os compostos 

triterpênicos: ácidos dorstênicos A e B isolados de D. brasiliensis, na concentração 

de 40 μM, demostraram atividade antiproliferativa com IC50 de 5 µg/mL do ácido 

dorstênico A sobre células L-1210 e com IC50 de 10 µg/mL do ácido dorstênico B 

sobre células HL-60 (UCHIYAMA et al., 2002). Em Brosimum, no caso na casca da 

raiz de B. utile, foram registradas isoflavonas citotóxicas anticarcinogênicas 

(FERRARI et al., 2005). 

A presença de fitocomplexos nos extratos EBG e EDB também poderia 

representar menores efeitos colaterais no uso tópico ou oral pela presença de 

flavonoides. DUFALL et al. (2003) relataram que flavonoides isolados de D. manni 

atuam com eficiência frente a radicais livres, com atividade similar à quercitina. 

Também D. multiformes apresentou atividade antioxidante no seu extrato bruto e nas 

frações hexano, acetato de etila e clorofórmica, tendo esta última ação superior ao 

padrão rutina (BALESTRIN, 2006). Pode-se relatar também que os terpenoides α-

amirina e β-amirina presentes em Dorstenia apresentam uma atividade antioxidante 

relativa significativa, quando comparado aos padrões: vitamina C e rutina 

(BALESTRIN et al., 2008) o que poderia auxiliar na preservação dos tecidos 

saudáveis no tratamento das doenças de pele. As atividades analgésicas e/ ou anti-

inflamatória apresentadas pela infusão de Dorstenia brasiliensis é relacionada por 
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alguns autores, pelo menos em parte à suas atividades antioxidantes, pois parecem 

inibir a ação de alguns dos oxidantes gerados na inflamação (DALL’STELLA, 2008). 

Neste trabalho, todas as amostras-teste na ausência de UVA foram inativas 

(GI50 > 250 µg/mL). Os dados estão em conformidade com os de Montagner (2007) 

que não observou atividade antiproliferativa do 8-MOP em células de carcinoma de 

laringe (HEp-2), carcinoma de cólon (Caco-2) e de carcinoma de intestino (HCT-8) 

na ausência de UVA. Mar et al. (2001) também relataram não haver atividade do 

psoraleno em células de carcinoma de pulmão (A541) e de carcinoma de fígado 

(HEpG2) na ausência de UVA. Entretanto foi relatado por Rosa et al. (2005) que 

frações do extrato de B. gaudichaudii em concentrações acima de 100 µg/mL 

demostraram atividade citotóxica pelo método colorimétrico MTT em cultura de 

células B16-F10 na ausência de UVA. 

 

 

5.4.1 Ensaio de citotoxicidade em células normais 

 

 

Uma vez que foi encontrada atividade antiproliferativa das amostras-teste na 

linhagem de células neoplásicas, foi feito o mesmo ensaio da SRB para avaliação da 

citotoxicidade em células de uma linhagem normal (VERO, de rim de macaco verde 

africano) uma vez que um dos objetivos do trabalho é avaliar o potencial dos 

extratos como ativador da melanogênese em pacientes com vitiligo, e a presença de 

citotoxicidade em células normais poderia dificultar a avaliação.  

Nas células tratadas com UVA, o EBG causou um estímulo do crescimento de 

células VERO nas concentrações de 0,25 e 2,5 µg/mL, foi citostático em 25 µg/mL e 

citocida em 250 µg/mL. O EDB foi citostático nas três menores concentrações (0,25; 

2,5 µg/mL e 25 µg/mL) e foi citocida na maior. O 5-MOP causou um estímulo do 

crescimento em 0,25 µg/mL, sendo citostático em 2,5 µg/mL e citocida em 25 e 250 

µg/mL. O 8-MOP foi citostático nas duas menores concentrações (0,25 e 2,5 µg/mL) 

e citocida nas maiores (25 e 250 µg/mL) (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Crescimento celular (%) de células normais VERO expostas aos extratos 
de Dorstenia brasiliensis (EDB) e Brosimum gaudichaudii (EBG) e a 5-
metoxipsoraleno (5-MOP) e 8-metoxipsoraleno (8-MOP) em presença de UVA. 

 

Amostra Concentração (µg/mL) Crescimento celular (%)  DP 

EBG 0,25 193,67  0,50 

2,5 156,43  0,15 

25 69,87  1,95 

250 -27,97  4,80 

EDB 0,25 89,17  0,25 

2,5 72,67  0,30 

25 11,20  1,50 

250 -43,97  1,12 

5-MOP 0,25 182,30  0,30 

2,5 92,33  1,55 

25 -33,66  1,65 

250 -56,00  1,45 

8-MOP 0,25 94,97  1,15 

2,5 38,67  0,15 

25 -16,60  1,75 

250 -48,53  0,96 

DP, desvio padrão. 

 

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

as concentrações utilizadas, foi possível calcular os valores de GI50 para estas 

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

foram seletivos sobre a linhagem B16-F10 em relação à linhagem de células 

normais, VERO (IS < 2,0). 
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Tabela 5 – Atividade citotóxica (GI50) dos extratos de Dorstenia brasiliensis (EDB) e 
da furanocumarina 8-MOP em linhagens de células normais VERO e em células 
neoplásicas B16-F10 com irradiação de luz UVA com seus correspondentes índices 
de seletividade (IS).  
 

Linhagens celulares EDB 8-MOP 

VERO 3,73 2,22 

B16-F10 2,70 2,45 

IS 1,4 0,9 

GI50, concentração que inibe 50% do crescimento celular; IS = GI50VERO / GI50B16-F10. 

 

O 5-MOP e o extrato EBG estimularam o crescimento de células normais 

VERO em uma e duas concentrações, respectivamente, o que não permitiu o cálculo 

da GI50 para estas amostras e, portanto, de seus índices de seletividade. Porém foi 

verificada durante os experimentos alguma seletividade da atividade citotóxica 

destas amostras sobre células neoplásicas em relação às células normais. Pode-se 

utilizar como exemplo, o crescimento celular de células neoplásicas (-56,7%) e de 

células normais (69,9%) na presença de EBG 25 µg/mL + UVA. Esta seletividade 

incipiente poderia auxiliar no processo de proliferação de células saudáveis no 

tratamento de distúrbios de pele e no estímulo à melanogênese. 

 

 

5.5 Avaliação da atividade melanogênica  

 

 

A padronização de dois ensaios para avaliação da melanogênese foi 

realizada. Ambos os ensaios foram padronizados com o número de 5.000.000 de 

células para tratamento com cada amostra-teste ou controle positivo. Tanto o ensaio 

de ativação da tirosinase como o ensaio de dosagem de melanina mostraram 

resultados reprodutíveis pelos métodos padronizados com a leitura das 

absorbâncias das soluções finais em leitor de microplacas em 492 nm. 

No ensaio de ativação da tirosinase na presença de UVA, os extratos EBG e 

EDB e o 5-MOP e 8-MOP apresentaram 50,8%; 84,37%; 89,37 e 77,3%, 

respectivamente, de ativação da melanogênese em relação ao controle negativo 

(Tabela 6 e Figura 32).  



90 

 
 

 

Tabela 6 – Ativação da tirosinase em células de melanoma murino pelo 8-MOP e 
extratos de Brosimum gaudichaudii (EBG) e Dorstenia brasiliensis (EDB) usando a 
dosagem de tirosinase na presença e ausência de irradiação UVA. 
 

Experimento Amostra  Absorbância1  % Ativação2 

com UVA EBG 6,25 µg/mL 0,724 50,8 

EDB 2,94 µg/mL 0,885 84,37 

5-MOP 0,25 µg/mL 0,909 89,37 

8-MOP 0,25 µg/mL 0,851 77,3 

Controle negativo 0,480  

sem UVA 8-MOP 0,25 µg/Ml 0,534 23 

Controle negativo 0,434  

1
Os valores de absorbância a 492nm já estão descontados dos valores do branco para cada 

experimento. 
2
% ativação = (A − B)/B × 100%; A, composto teste; B controle negativo 

 

 

Figura 32 – Ativação da tirosinase em células de melanoma murino pelo 8-MOP e 
extratos de Brosimum gaudichaudii (EBG) e Dorstenia brasiliensis (EDB) usando a 
dosagem de tirosinase na presença de irradiação UVA. 
 

As absorbâncias do controle negativo na presença e ausência de UVA foram 

similares indicando que somente a irradiação não alterou a quantidade de tirosinase 

nas condições do ensaio. Entretanto, houve 23% de ativação da melanogênese pela 

presença do 8-MOP em relação ao controle negativo na ausência de UVA, o que 

demonstra que a furanocumarina isolada é capaz de ativar a melanogênese, mesmo 

na ausência da irradiação, porém em menor grau (3 X menor). Segundo os 
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resultados obtidos, a atividade melanogênica das amostras-teste avaliada pela 

ativação da tirosinase parece ser estimulada com a irradiação UVA.  

No ensaio padronizado para avaliação da melanogenicidade pela dosagem de 

melanina, resultados preliminares baseados nas absorbâncias obtidas indicam que a 

furanocumarina 8-MOP 0,25 µg/mL aumentou a quantidade de melanina em relação 

ao controle negativo na presença de irradiação UVA. 

A participação da irradiação UVA na atividade melanogênica dos psoralenos 

tem resultados contraditórios na literatura. Em Isoldi et al. (1999), a exposição 

crônica (72h) de células de melanoma SK-Mel 28 e C32TG ao 8-MOP na ausência 

de UVA aumentou a atividade da tirosinase e a exposição rápida (30 minutos) não 

promoveu resposta. Na combinação da exposição rápida ao 8-MOP com a irradiação 

UVA o tratamento torna-se tão eficaz quanto o tratamento crônico (ISOLDI et 

al.,1999). De acordo com Fonseca e Prista (2000), o tratamento com psoralenos 

fotoativados promove espessamento da camada córnea, produzindo uma reação 

inflamatória e o aumento da quantidade de melanina na área que recebeu a 

radiação, benéfica ao tratamento do vitiligo. A pigmentação surge então em torno 

dos folículos pilosos e se alastra centrifugamente. Teregun et al. (1999) relatam que 

na terapia PUVA, várias células são afetadas, inclusive linfócitos circulantes no 

sangue periférico, promovendo alívio de muitas doenças que são associadas a 

desordens imunológicas. Segundo Steiner e Villas (2004), psoralenos fotoativados 

também estimulam imunocitoquinas e mediadores inflamatórios que agem como 

sinais para migração de melanócitos a partir dos folículos pilosos da pele sã, induz a 

transferência dos melanossomas para os queratinócitos, estimulam a melanogênese 

por meio da proliferação de melanócitos, aumento do número de melanossomas e 

ativação da síntese de tirosinase (COSTA e LACAZ, 2001). Também aumentam a 

expressão da tirosinase e o estímulo à melanogênese (MENGEAUD e ORTONNE, 

1996). 

Entretanto, Marwan et al. (1990) relatam que a atividade melanogênica do 8-

MOP, do 5-MOP e do TMP em células de melanoma murino S-91 e B16 parece ser 

independente da irradiação UVA. Guan et al. (2008) utilizaram o 8-MOP como 

controle positivo em avaliação da ativação da melanogênese em células de 

melanoma B16 sem irradiação com UVA obtendo resultados positivos. No estudo de 

Rosa et al. (2005), frações do extrato aquoso de B. gaudichaudii e o 5-MOP 

induziram melanogênese em células B16-F10 na ausência de UVA na faixa de 
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concentração de 100 a 500 µg/mL e 50 a 100 µg/mL, respectivamente. Neste 

mesmo estudo sem uso de radiação UVA, o extrato bruto da casca da raiz de B. 

gaudichaudii em contato com células B16F10 demonstrou aumento significativo da 

expressão para RNAm (RNA mensageiro) para tirosinase. As células exibiram 

concentração máxima de melanina após 24 horas de tratamento, não havendo 

aumento significativo da atividade até 48h (ROSA, 2005). Piao et al. (2004) relatam, 

inclusive, que uma furanocumarina, a 9-hidroxi-4-metoxipsoraleno isolada de 

Angelica dahurica, age como inibidor potente da atividade da tirosinase. 

Na tentativa de padronizar o teor de furanocumarinas presentes em todas as 

amostras-teste para 0,25 µg/mL em ambos os ensaios, foram utilizadas 

concentrações de 6,25 µg/mL e 2,94 µg/mL para os extratos EBG e EDB, 

respectivamente. Entretanto, estas concentrações dos extratos podem ter interferido 

no resultado do estímulo à melanogênese devido à forte atividade antiproliferativa 

dos mesmos e os resultados da ativação da melanogênese devem ser maiores que 

os mensurados neste ensaio.  

Novos experimentos precisam ser realizados para avaliar os extratos EBG e 

EDB, o 5-MOP e o 8-MOP em doses menos citotóxicas nos ensaios de avaliação da 

melanogenicidade já padronizados. Também o estímulo à ativação da atividade da 

tirosinase e aumento de melanina pelo 8-MOP sem irradiação de UVA devem ser 

mais investigados para confirmar os resultados encontrados nos testes. 

 

 

5.6 Avaliação da atividade genotóxica 

 

 

Como controle positivo foi utilizado o 8-MOP, pois é relatado na literatura que 

quando associado à UVA, é um gerador de cross-linking no DNA e ocasiona efeitos 

mutagênicos (ROSA et al., 2007). Neste mesmo estudo também empregado como 

genotoxina fotoativada em células V79 (fibroblastos de pulmão de hamster chinês) 

para investigação do efeito preventivo de uma droga antioxidante na prevenção da 

genotoxicidade.  

A tabela 7 apresenta os resultados dos ensaios utilizando tratamento com os 

extratos, com o 8-MOP e os respectivos controles negativos na ausência de UVA 

com D. melanogaster nas linhagens de cruzamento padrão (ST) e de alta 
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bioativação (HB). Cada concentração de cada amostra ou controle positivo foi 

analisada em 40 asas de indivíduos descendentes do cruzamento padrão (ST) e 40 

asas de indivíduos descendentes do cruzamento de alta bioativação (HB) de D. 

melanogaster, totalizando 800 asas analisadas. 
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Tabela 7 - Frequência de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster do 
cruzamento padrão (ST) e cruzamento de alta bioativação (HB) após tratamento crônico com 8-MOP, extrato seco de Dorstenia brasiliensis (EDB) e de 
extrato seco de Brosimum gaudichaudii (EBG) sem irradiação UVA (n=40). 

 Compostos Concentração 
(mg/mL) 

Manchas simples 
pequenas 

(1–2 células)m=2 

 Manchas simples 
grandes  
(>2 células) m=5 

 Manchas 
gêmeas 
m=5 

 Total de 
manchas m=2 

 Frequência de 
mutação por 10

5 

células 

Nº Fr D  Nº Fr D  Nº Fr D  Nº Fr D  

ST Controle  10 0,25   1 0,03   1 0,03   12 0,30   1,23 
8-MOP 0,1 12 0,30 i  2 0,05 i  1 0,03 i  15 0,38 i  1,54 

0,2 13 0,33 i  2 0,05 i  0 0,00 i  15 0,38 i  1,54 
0,4 14 0,35 i  3 0,08 i  0 0,00 i  17 0,43 i  1,74 

EDB 0,4 13 0,33 i  2 0,05 i  0 0,00 i  15 0,38 i  1,54 
0,8 17 0,43 i  1 0,03 i  0 0,00 i  18 0,45 i  1,84 
1,6 24 0,60 +  4 0,10 i  1 0,03 i  29 0,73 +  2,97 

EBG 0,4 14 0,35 i  0 0,00 i  1 0,03 i  14 0,35 i  1,43 
0,8 12 0,30 i  2 0,05 i  0 0,00 i  14 0,35 i  1,43 
1,6 16 0,40 i  3 0,08 i  0 0,00 i  19 0,48 i  1,95 

                    
HB Controle  12 0,30   2 0,05   1 0,03   15 0,38   1,54 

8-MOP 0,1 10 0,25 -  0 0,00 i  0 0,00 i  10 0,25 -  1,02 

0,2 15 0,38 i  3 0,08 i  1 0,03 i  19 0,48 i  1,95 

0,4 18 0,45 i  4 0,10 i  4 0,10 i  26 0,65 i  2,66 

EDB 0,4 14 0,35 i  0 0,00 i  0 0,00 i  14 0,35 -  1,43 

0,8 16 0,40 i  1 0,03 i  0 0,00 i  17 0,43 i  1,74 

1,6 28 0,70 +  0 0,00 i  0 0,00 i  28 0,70 +  2,87 

EBG 0,4 12 0,30 i  2 0,05 i  0 0,00 i  14 0,35 -  1,43 
0,8 16 0,40 i  0 0,00 i  0 0,00 i  16 0,40 i  1,64 

1,6 15 0,38 i  2 0,05 i  1 0,03 i  18 0,45 i  1,84 

ST: cruzamento padrão; HB: cruzamento de alta bioativação; Fr.: frequência; D: diagnóstico estatístico com o programa SMART baseado no teste binomial 
condicional de acordo com níveis de significância de Kastenbaum–Bowman (α = β = 0,05) de acordo com Frei e Würgler (1988); +: positivo, -: negativo, i: 
inconclusivo; m: fator de multiplicação.  
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Os resultados desse ensaio demonstraram que não houve variação 

significativa do número total de manchas no tratamento com o controle positivo 

(furanocumarina 8-MOP) e com o extrato EBG em comparação com o controle 

negativo na ausência de radiação UVA nos indivíduos ST e HB de D. melanogaster 

(Tabela 7). Esses dados sugerem que não há moléculas presentes no 8-MOP e no 

extrato EBG que se tornam genotóxicas após biotransformação na ausência de UVA 

pois a linhagem HB possui altos níveis da enzima citocromo oxidase e detecta, 

portanto, compostos que depois de biotransformados se tornam mais genotóxicos.  

O extrato EDB na maior concentração (1,6 µg/mL) apresentou pequena 

genotoxicidade na ausência de UVA sobre os indivíduos ST e HB. A mutação se 

apresentou na forma de manchas simples pequenas (mutações dos pelos de uma 

ou duas células vizinhas), o que sugere que moléculas presentes em pequena 

quantidade no extrato são genotóxicas nos períodos finais do desenvolvimento 

larval. 

Outro experimento foi realizado utilizando o tratamento com UVA. Mais 800 

larvas de D. melanogaster de ambas as linhagens (ST e HB) foram expostas por 30 

minutos às amostras-teste ou ao controle positivo em solução aquosa antes de 

serem irradiadas com UVA. Este período de 30 minutos permitiu o contato das 

amostras-teste com as larvas e a ingestão destes por elas, de forma que a radiação 

pôde atuar nas amostras em contato com as células do organismo ou até mesmo 

dentro delas. 

Os indivíduos ST e HB tratados com os extratos EDB e EBG e o 8-MOP 

apresentaram alta frequência de formação de mutações no tratamento com UVA, o 

que significa que tanto os extratos como o controle positivo apresentaram 

genotoxicidade (Tabela 8). 
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Tabela 8 - Frequência de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster do 
cruzamento padrão (ST) e cruzamento de alta bioativação (HB) após tratamento crônico com 8-MOP, extrato seco de Dorstenia brasiliensis (EDB) e de 
extrato seco de Brosimum gaudichaudii (EBG) com irradiação UVA (n=40). 

 Compostos Concentração 
(mg/mL) 

Manchas simples 
pequenas 

(1–2 células)m=2 

 Manchas simples 
grandes 
 (>2 células) m=5 

 Manchas 
gêmeas  
m=5 

 Total de manchas 
m=2 

 Frequência de 
formação de 
mutações por  
10

5 
células 

Nº Fr D  Nº Fr D  Nº Fr D  Nº Fr D   
ST Controle  8 0,20   4 0,10   2 0,05   14 0,35   1,43 

8-MOP 0,1 6 0,15 i  96 2,40 +  4 0,10 i  106 2,65 +  10,86 
0,2 12 0,30 i  85 2,13 +  5 0,13 i  102 2,55 +  10,45 
0,4 26 0,65 +  69 1,73 +  12 0,30 +  107 2,68 +  10,96 

EDB 0,4 9 0,23 i  25 0,63 +  2 0,05 i  36 0,90 +  3,69 
0,8 24 0,60 +  37 0,93 +  3 0,08 i  64 1,60 +  6,56 
1,6 105 2,63 +  33 0,83 +  51 1,28 +  189 4,70 +  19,36 

EBG 0,4 5 0,13 -  33 0,83 +  2 0,05 i  40 1,00 +  4,10 
0,8 8 0,20 i  43 1,08 +  4 0,10 i  55 1,38 +  5,64 
1,6 14 0,35 i  39 0,98 +  3 0,08 i  56 1,40 +  5,74 

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

8-MOP 0,1 7 0,18 -  24 0,60 +  1 0,03 i  32 0,80 +  3,28 
0,2 14 0,35 i  42 1,05 +  0 0,00 i  56 1,40 +  5,74 

0,4 23 0,58 i  66 1,65 +  1 0,03 i  90 2,25 +  9,22 

EDB 0,4 21 0,53 i  9 0,23 +  7 0,18 +  37 0,93 +  3,79 

0,8 42 1,05 +  16 0,40 +  9 0,23 +  67 1,68 +  6,86 

1,6 93 2,33 +  33 0,83 +  37 0,93 +  163 4,08 +  16,70 

EBG 0,4 6 0,15 -  20 0,50 +  29 0,73 +  55 1,38 +  5,64 

0,8 9 0,23 -  41 1,03 +  70 1,75 +  120 3,00 +  12,30 

1,6 15 0,38 i  49 1,23 +  75 1,88 +  139 3,48 +  14,24 

ST: cruzamento padrão; HB: cruzamento de alta bioativação; Fr.: frequência; D: diagnóstico estatístico com o programa SMART baseado no teste binomial 
condicional de acordo com níveis de significância de Kastenbaum–Bowman (α = β = 0,05) de acordo com Frei e Würgler (1988); +: positivo, -: negativo, i: 
inconclusivo; m: fator de multiplicação.  
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Os dados da avaliação do 8-MOP na linhagem ST demonstram que a 

genotoxicidade desta furanocumarina não variou significativamente com o aumento 

das concentrações (frequência de mutações / 105 células entre 4,10 e 5,74). 

Segundo Bethea et al. (1999) os danos causados no DNA pelo 8-MOP, em doses 

subletais, e pela radiação UVA, podem induzir reparos no DNA. Esta indução ao 

reparo poderia explicar o não aumento da frequência de mutações no tratamento da 

linhagem ST, mesmo com o aumento da concentração do 8-MOP. Nessa linhagem, 

o 8-MOP induziu um número maior de manchas simples grandes nas asas, o que 

infere que a atividade genotóxica principal, neste caso, ocorre nos períodos mais 

iniciais do desenvolvimento larval. Um pequeno número, porém significativo, de 

mutações do tipo manchas gêmeas e do tipo manchas simples pequenas foram 

induzidas na maior concentração (0,4 mg/mL), o que sugere que essa 

furanocumarina seja capaz de induzir mutação por recombinação (dupla 

recombinação gênica ou recombinação entre o centrômero e o locus flr) e em 

períodos finais do desenvolvimento larval, respectivamente, quando usada em alta 

concentração. A concentração de 0,8 mg/mL e 1,6 mg/mL não foram analisadas 

para o controle positivo devido o grande número de manchas grandes nas asas, 

manchas estas com até 400 células vizinhas contendo pelos múltiplos, o que 

dificultou a análise e a avaliação dos dados. 

O extrato EDB demonstrou um aumento dose-dependente da genotoxicidade 

(frequência de mutações / 105 células: 3,69; 6,56 e 20,39). Na concentração mais 

baixa (0,4 mg/mL), o EDB induziu maior número de manchas simples grandes, o que 

significa que atuou mais pronunciadamente nos períodos iniciais do 

desenvolvimento larval. Na concentração intermediária (0,8 mg/mL), houve um 

aumento significativo do número de manchas simples pequenas, o que sugere 

presença de moléculas em menor quantidade no extrato capazes de induzir mutação 

em períodos finais do desenvolvimento. Na concentração mais alta (1,6 mg/mL) 

houve aumento significativo (4 X) do número de manchas pequenas e de manchas 

gêmeas (17 X). Esse último dado sugere que o extrato EDB também contenha 

concentrações pequenas de componentes capazes de induzir mutação por 

recombinação (dupla recombinação gênica ou recombinação entre o centrômero e o 

locus flr). 

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

genotoxicidade apresentada também não variou significativamente com o aumento 
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das concentrações (frequência de mutações / 105 células entre 4,10 e 5,74) e o 

maior número de manchas simples grandes em todas as concentrações sugere que 

contenha moléculas genotóxicas nos períodos iniciais do desenvolvimento larval. 

Comparando-se os resultados das amostras-teste e do controle positivo 8-

MOP na concentração de 0,4 mg/mL, pode-se concluir que a atividade genotóxica 

do 8-MOP é até três vezes maior que as atividades de EDB e de EBG, que se 

mostraram semelhantes, ou seja, 8-MOP > EDB  EBG. Se considerarmos o 

conteúdo de furanocumarinas no extrato EDB na concentração de 1,6 mg/mL, que 

corresponde a 0,13 mg/mL por quantificação em CLAE-DAD, podemos comparar 

suas características genotóxicas (frequência de mutações / 105 células de 20,39 com 

105 manchas simples pequenas, 33 manchas simples grandes e 51 manchas 

gêmeas nas 40 asas analisadas) com a da furanocumarina 8-MOP em concentração 

semelhante: 0,10 mg/mL (frequência de mutações / 105 células de 10,86 com 26 

manchas simples pequenas, 69 manchas simples grandes e 12 manchas gêmeas 

nas 40 asas analisadas). A partir dessa comparação, podemos sugerir que a 

genotoxicidade do extrato EDB provém de efeito sinérgico das furanocumarinas com 

outras moléculas presentes no extrato, da presença de outras moléculas também 

genotóxicos no extrato (aumento de 17 X do número de manchas simples pequenas 

e 12 X de manchas gêmeas), assim como efeito antagônico de outros compostos 

com as furanocumarinas (diminuição de 3 X do número de manchas simples 

grandes). 

Essa mesma comparação pode ser realizada com o extrato EBG na 

concentração de 1,6 mg/mL, que possui 0,06 mg/mL de furanocumarinas, o que 

corresponde a cerca de metade da menor concentração de 8-MOP utilizada no 

experimento (0,10 mg/mL). A comparação sugere um aumento significativo do 

número de manchas simples pequenas (4 X) que pode ser devido um efeito 

sinérgico das furanocumarinas com outras moléculas presentes no extrato ou 

presença de outras moléculas genotóxicas no extrato que agem nos períodos finais 

do desenvolvimento larval. 

Cabe ressaltar que as furanocumarinas presentes nos extratos EDB 

(psoraleno e 5-MOP) e EBG (psoraleno) e a furanocumarina 8-MOP são moléculas 

semelhantes (diferem na presença ou posição de uma metoxila no núcleo 

furanocumarínico). Porém, há necessidade de se realizar novos ensaios utilizando 
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também as furanocumarinas psoraleno e 5-MOP para se confirmar as relações 

sinérgicas e antagônicas sugeridas acima. 

O ensaio com UVA na linhagem de alta bioativação de D. melanogaster (HB) 

demonstrou que os extratos EDB, EBG e o 8-MOP apresentaram genotoxicidade 

dose-dependente (Tabela 8). O 8-MOP diminuiu a sua genotoxicidade na linhagem 

de alta bioativação, principalmente nas menores concentrações e permaneceu com 

maior porcentagem de manchas simples grandes, o que infere que a furanocumarina 

não aumenta sua atividade genotóxica após a biotransformação, continuando a agir 

nos períodos mais iniciais do desenvolvimento larval.  

O EDB na linhagem HB não apresentou diferenças significativas na 

frequência de mutações em relação à linhagem ST. Observou-se, no entanto, 

discreto aumento do número de manchas simples pequenas na menor 

concentração, sugerindo moléculas que se tornaram genotóxicas após a 

biotransformação, agindo nos períodos finais do desenvolvimento larval. 

O EBG apresentou aumento (2 X) na frequência de mutações na linhagem HB 

em relação à linhagem ST nas duas maiores concentrações. Na análise dos tipos de 

manchas, percebe-se que o aumento da genotoxicidade provém do maior número 

de manchas gêmeas em todas as concentrações utilizadas (14 X; 17 X; 25 X nas 

concentrações de 0,4; 0,8 e 1,6 mg/mL) em relação a linhagem padrão. Esses dados 

sugerem que o extrato possui grande quantidade de moléculas progenotóxicas 

capazes de induzir mutação por recombinação (dupla recombinação gênica ou 

recombinação entre o centrômero e o locus flr). Moléculas estas não relacionadas às 

furanocumarinas, comparando-se com as características do 8-MOP que não 

aumentou sua genotoxicidade com a biotransformação celular. 

Segundo Teregun et al. (1999); Zarabska et al. (2000), o tratamento com 

furanocumarinas fotoativadas pode levar tanto à replicação, síntese e reparo do 

DNA, como à inibição da síntese de DNA ou morte da célula dependendo da dose 

utilizada. Leveque et al. (2002) acreditam que a inibição da síntese de DNA pode 

explicar o efeito benéfico do PUVA nas desordens proliferativas como psoríase. 

Além disso, o reparo do DNA induzido por doses subletais de psoralenos (BETHEA 

et al., 1999) pode proteger as células saudáveis da mutagenicidade. 

De acordo com os resultados deste estudo, sugere-se que a morte celular 

induzida pela alta genotoxicidade dos extratos EBG e EDB seja útil no tratamento da 

psoríase, por ser um distúrbio proliferativo, e no vitiligo, se considerarmos a possível 
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participação de defeitos intrínsecos e extrínsecos dos próprios melanócitos ou da 

unidade epidermomelânica em sua etiologia. 

A comparação entre os controles negativos do ensaio sem UVA (Tabela 7 e 

Figura 33) e com UVA (Tabela 8 e Figura 33) demonstrou que a UVA utilizada no 

ensaio, de maneira isolada, não apresentou efeito genotóxico sobre as células do 

disco imaginal das larvas. 

 

 

Figura 33 - Número total de manchas mutantes observadas em asas de 
descendentes heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padrão (ST), após os 
tratamentos com 8-MOP, extratos de Dorstenia brasiliensis (EDB) e Brosimum 
gaudichaudii (EBG) com irradiação UVA. 

 

Para avaliar a sobrevivência dos indivíduos de D. melanogaster de ambas as 

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

sobrevivência. Na avaliação da curva de sobrevivência pode-se perceber que, 

devido à manipulação das larvas e das moscas adultas, mesmo sem o tratamento, 

houve redução do número de sobreviventes entre 20 a 30% no controle negativo. 

Não houve diferença significativa entre o número de larvas do controle negativo 

tratado e não tratado com UVA (Figuras 34 a 36). 
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Figura 34 – Curva de sobrevivência obtida em tratamento crônico de 20 
descendentes heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padrão (ST) e do 
cruzamento de alta bioativação (HB) de Drosophila melanogaster, após o tratamento 
com 8-MOP na presença e ausência de irradiação UVA. 
 

 

Figura 35 – Curva de sobrevivência obtida em tratamento crônico de 20 
descendentes heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padrão (ST) e do 
cruzamento de alta bioativação (HB) de Drosophila melanogaster, após o tratamento 
com extrato de Dorstenia brasiliensis (EDB) na presença e ausência de irradiação 
UVA.  
 

 

Figura 36 – Curva de sobrevivência obtida em tratamento crônico de 20 
descendentes heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padrão (ST) e do 
cruzamento de alta bioativação (HB) de Drosophila melanogaster, após o tratamento 
com extrato de Brosimum gaudichaudii (EBG) na presença e ausência de irradiação 
UVA. 
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5.7 Sumário geral 

 

 

a) A análise farmacognóstica da raiz de Brosimum gaudichaudii e das partes 

subterrâneas de Dorstenia brasiliensis foi realizada.  

b) Os perfis cromatográficos por CCD e por CLAE-DAD foram obtidos para os 

percolados e extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis. 

c) Os teores de furanocumarinas (psoraleno + 5-MOP) dos percolados e dos 

extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis foram obtidos por método validado 

em CLAE-DAD. 

d) A furanocumarina dorstenina foi identificada no percolado e no extrato de D. 

brasiliensis por CG-EM. 

e) Os extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis, o psoraleno, o 5-

metoxipsoraleno e o controle positivo 8-metoxipsoraleno apresentaram forte 

atividade antiproliferativa em células de melanoma murino B16-F10 na presença de 

UVA. Na ausência de UVA, tanto os extratos como as substâncias puras foram 

inativos. 

f) Os extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis, o 5-metoxipsoraleno e o 

controle positivo 8-metoxipsoraleno apresentaram forte atividade citotóxica em 

células normais VERO na presença de UVA. O extrato de B. gaudichaudii e o 5-

metoxipsoraleno estimularam em baixas concentrações. 

g) Os resultados preliminares das dosagens de tirosinase e melanina indicam 

que houve ativação da melanogênese para os controles positivos e/ou extratos, na 

presença de UVA em células de melanoma murino. 

h) Os extratos de B. gaudichaudii e de D. brasiliensis e o controle positivo 8-

metoxipsoraleno foram genotóxicos em indivíduos descendentes de cruzamento 

padrão de Drosophila melanogaster na presença de UVA. Apenas o extrato de D. 

brasiliensis apresentou genotoxicidade dose-dependente. Na ausência de UVA, 

apenas o extrato de D. brasiliensis apresentou atividade genotóxica. 

i) O extrato de B. gaudichaudii e o controle positivo apresentaram atividade 

genotóxica principal no início do desenvolvimento dos indivíduos e o extrato de D. 

brasiliensis nos períodos finais.  

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

genotóxica em descendentes de cruzamento de alta bioativação de Drosophila 
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melanogaster, principalmente na forma de manchas gêmeas indicando presença de 

moléculas progenotóxicas que induzem mutação por recombinação gênica.  

k) A comparação das atividades dos extratos de B. gaudichaudii e de D. 

brasiliensis fotoativados nos ensaios in vitro revelou que o extrato de B. gaudichaudii 

apresenta menor atividade tóxica em células normais e atividade antiproliferativa 

semelhante à do extrato de D. brasiliensis em células neoplásicas.  

l) A comparação dos extratos no ensaio in vivo SMART na presença de UVA 

revelou maior atividade genotóxica do extrato de D. brasiliensis em relação ao 

extrato de B. gaudichaudii. Porém a presença de substâncias progenotóxicas no 

extrato de B. gaudichaudii o torna praticamente tão genotóxico quanto o outro 

extrato após a biotransformação. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados das atividades dos extratos de B. gaudichaudii e de D. 

brasiliensis obtidos neste estudo revelaram que ambos os extratos possuem 

atividade melanogênica. Também que o extrato de B. gaudichaudii possui menor 

citotoxicidade em células normais e menor genotoxicidade no modelo in vivo.  

Apesar de conter moléculas progenotóxicas em sua composição, sabe-se que no 

organismo humano a ativação destas moléculas é realizada principalmente em 

enzimas microssomiais hepáticas após a entrada destas na circulação sanguínea. 

Portanto, o extrato de B. gaudichaudii parece ser o melhor candidato para 

continuação do trabalho para desenvolvimento de uma formulação tópica para o 

tratamento tópico do vitiligo na presença de UVA. Salienta-se porém, a necessidade 

do extrativismo sustentável para evitar a erosão da espécie. 
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