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AVALIACAO DA TOXICIDADE E DO POTENCIAL ANGIOGENICO DO LATEX
DE PINHAO MANSO

RESUMO

Grande parte das inovagOes tecnoldgicas nas areas biomedicas e na biotecnologia aplicada a
area da salde decorre do uso de biomateriais. Embora milhares de plantas apresentem
potencial valor terapéutico, pouco mais de 15% destas espécies apresentam resultados
cientificamente comprovados. Em relacdo as plantas lactiferas, é estimado que 12 a 35 mil
espécies apresente potencial farmacologico praticamente desconhecido. No Brasil o uso de
plantas do género Jatropha, na medicina popular, se encontra inserido em diferentes
procedimentos, mas além do uso na medicina popular existem trabalhos cientificos que
comprovam o potencial anticancerigeno, antibacteriano e anti-inflamatério de Jatropha
curcas, espécie da familia das Euphorbiaceae. O presente trabalho objetivou avaliar a
capacidade toxica, citotoxica e genotdxica (bioteste com Allium cepa), além do potencial
angiogéncio (ensaio com membranas corioalantdide de ovo embrionado de galinha), do latex
de pinhdo manso em diferentes concentracdes. Nos ensaios de toxicidade, as concentracdes
foram de 0,1%, 0,5% e de 1%, sendo comparadas ao controle negativo (agua destilada) e, nos
teste de cito e genotoxicidade, comparadas também ao controle positivo (azida sodica 2g/L).
Os resultados obtidos evidenciam a capacidade do latex mesmo em pequenas concentraces
de alterar os padres de normalidade no funcionamento celular, tanto a nivel macroscéopico
(toxicidade) quanto microscopico (citotoxicidade e genotoxicidade). Em relacdo ao potencial
angiogénico o ensaio realizado utilizou concentracfes maiores, 25%, 50% e latex puro,
obtendo resultado semelhante ao controle inibitorio tanto na avaliacdo de imagem, com
reducdo da rede vascular, quanto no ensaio histoldgico, na ocorréncia de fatores como
hiperemia, presenca de elementos inflamat6rios e neovascularizacdo, 0 que evidencia o
potencial antiangiogénico do latex de pinhdo manso.

PALAVRAS CHAVE: Mutagenicidade; biomaterial; potencial farmacolégico; bioensaios.



ABSTRACT

Much of the technological innovations in biomedical areas and biotechnology applied to
health related to the use of biomaterials. Although thousands of plants with potential
therapeutic value, just over 15% of these species are scientifically proven results. Regarding
lactiferas plants, an estimated 12 to 35 thousand species present virtually unknown
pharmacological potential. In Brazil the use of Jatropha genus plants in folk medicine, is
inserted in different procedures, but in addition to use in folk medicine there are scientific
studies that prove the potential anticancer, antibacterial and anti-inflammatory Jatropha
curcas of, family kind of Euphorbiaceae. This study aimed to evaluate the toxic capacity,
cytotoxic and genotoxic (bioassay with Allium cepa), and the potential angiogenic (test with
membranes embryonated chicken egg chorioallantoic) of Jatropha latex in different
concentrations. In toxicity tests, concentrations were 0.1%, 0.5% and 1% and compared to
negative control (distilled water) and, in the cyto- and genotoxicity tests also compared to the
positive control (sodium azide 2g/L). The results show the latex capacity even in small
concentrations to alter the normal range in cell function, both the macroscopic level (toxicity)
and microscopic (cytotoxicity and genotoxicity). Regarding the potential angiogenic the run
test used higher concentrations, 25%, 50% and pure latex, obtaining similar results to
inhibitory control both the imaging evaluation, with reduced vasculature, as the histological
test, the occurrence of factors such as hyperemia , presence of inflammatory cells and
neovascularization, which shows the anti-angiogenic potential of Jatropha latex.

Key-words: mutagenicity; biomaterial; pharmacological potential; bioassays



1. INTRODUCAO

1.1 BIOMATERIAIS

Grande parte das inovacdes na area biomédica e na biotecnologia aplicada a area da
salde decorre do uso de biomateriais (MITRAGOTRI e LAHANN, 2009). Segundo Henche
(2006), qualquer material n&o vivo que tenha a capacidade de interagir com o organismo vivo,
restaurando fungdes comprometidas e reparando perdas teciduais pode ser classificado como
biomaterial. Porém, essa definicdo € acrescida a outra importante caracteristica dos
biomateriais que é a condi¢do de neutralidade ou de inércia em relagdo ao organismo receptor,
prevenindo ou minimizando reagdes teciduais indesejaveis, associado a capacidade de nédo
gerar produtos nocivos em sua degradacédo (CAO e WANG,2009).

Hoje com o incremento de novos compostos e tecnologias é possivel o
desenvolvimento de biomateriais com a capacidade de interagir com 0 organismo receptor
sem causar efeito toxico (biocompatibilidade), além de apresentar agdo no restabelecimento
de determinada funcdo especifica para o0 organismo, caracteristica conhecida como
biofuncionalidade (RATNER, 2009).

De uma forma geral, pode-se definir biocompatibilidade como a caracteristica de um
material em promover uma ac¢do especifica para determinada aplicacdo, sem causar dano ao
tecido ou resposta imunolégica indesejavel, podendo desta forma permanecer por um grande
tempo em funcdo bioativa (MAIA et al., 2010). J& a biofuncionalidade esta relacionada as
caracteristicas fisicas do biomaterial, sendo consideradas, entre outras coisas, as propriedades
mecanicas, elétricas, térmicas, Otica e deteriorativa do material na funcdo de substituir parte
lesionada do tecido (OREFICE et al., 2006).

Dessa forma biomateriais biocompativeis e biofuncionais interagem com o organismo
de forma propositiva, ndo ocasionando reacdo de toxicidade, processo alérgico, inflamatorio
ou alteracdo de fundo mutagénico (WIEGAND e HIPLER, 2008; KAO et al., 2011). No
Brasil, a avaliacdo desta capacidade propositiva do biomaterial deve apresentar resultados
dentro de parametros definidos por normas e regras regulamentadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), além de padrdes internacionais (ISO 10993-3 e 10993-5).

Assim, um produto para ser empregado na area médica, seja farmaco ou produto
terapéutico, deve ser submetido a testes que avaliem entre outras caracteristicas a

biocompatibilidade e biofuncionalidade.



1.2 AVALIAC}AO DE BIOCOMPATIBILIDADE

Existem variadas metodologias para se avaliar a biocompatibilidade de um produto.
Algumas dessas metodologias utilizam as plantas superiores em bioensaios para avaliar a
capacidade de uma substancia em promover danos a viabilidade celular ou material genético
de outros organismos eucariontes (FERNANDES et al., 2007). Uma metodologia
amplamente reconhecida e aceita internacionalmente como bioindicador do potencial de
citotoxicidade e genotoxicidade in vivo de uma substancia € o teste com a cebola (Allium
cepa).

O teste com A. cepa apresenta na praticidade e facilidade de execucdo algumas de suas
qualidades, sendo um dos testes mais antigos relatados na literatura, com protocolo de
execucdo padronizado ainda em 1985 por Fiskejo (LUCIO NETO, 2011). E considerado um
dos melhores ensaios comumente utilizado devido ao fato da espécie a A. cepa apresentar
cromossomos de facil visualizacdo e em numero reduzido (LEME e MARIN-MORALES,
2009), conforme apresentado na Figura 1.

Essas qualidades contribuiram para que o teste com A. cepa fosse reconhecido e
validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica e pelo Programa Ambiental das
Nac¢des Unidas (BAGATINI et al., 2007). Além disso, esse ensaio apresenta alta sensibilidade
e boa correlagdo com outros sistemas testes conduzida em animais (TKALEC et al., 2009;
LEME e MARIN-MORALES, 2009; PORTIS et al., 2011).
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Figura 1. Fotomicrografia do cariotipo de Allium cepa (2n=16). Numeracdo indicando pares
de cromossomos (Leme e Marin-Morales, 2009).



1.2.1 TESTE DE TOXICIDADE, CITOTOXICIDADE E GENOTOCIXIDADE COM
A. cepa

Segundo Herrero et al. (2012) o teste com A. cepa, além da alta sensibilidade e da
relacdo custo-beneficio, permite dois parametros de avaliacdo distintas, a macroscépicas e a
microscopicas.

A avaliacdo macroscopica esta fundamentada em pardmetros observados em relacéo
ao crescimento da raiz e alteragGes nos padrfes de normalidade, como a ocorréncia de raizes
torcidas. Outras alteracdes nos padrbes esperados de normalidade também configuram
potencial de toxicidade da substancia avaliada, como a ocorréncia de tumores (CHUCIARA et
al., 2012).

A avaliacdo microscoOpica esta diretamente associada ao nivel celular, permitindo a
analise da citotoxicidade e da genotoxicidade causadas por determinada substancia. A
avaliacdo microscépica de citotoxicidade considera como parametro o indice mitético (IM),
ou seja, a quantidade de células que estdo em processo de mitose, no ciclo celular, permitindo
inferir sobre a taxa de divisdo celular das células meristematicas presentes nas raizes de A.
cepa. Para Panda et al. (2005) alteracdes no IM que levem a uma diminuicdo igual ou maior
gue 50% em relacdo ao controle negativo, permite determinar o potencial de citotoxicidade de
uma substancia, uma vez que esse percentual reduzido tanto pode ser interpretado com
conseqliéncia de morte celular como possivel atraso no movimento de proliferacédo celular.

A avaliacdo microscopica da genotoxicidade considera a ocorréncia de aberracdes
cromossémicas, tais como: pontes cromossémicas, Cromossomaos pegajosos, atrasos ou perdas
cromossémicas e formacdo de micronucleos. Essas alteragcdes seriam parametros importantes
para se determinar o potencial genotdxico de uma substancia (LEME e MARIN-MORALES,
2009).

1.3 AVALIA(;AO DE BIOFUNCIONALIDADE

A biofuncionalidade pode ser avaliada de diferentes formas, sendo o potencial
angiogénico uma caracteristica positiva em um biomaterial (SIRITIENTONG et al., 2014). A
acdo angiogénica pode ser evidenciada pela formacdo de novos vasos sanguineos,
constituindo um fator fundamental para a nutri¢cdo, desenvolvimento e maturacdo do tecido
onde ocorre este processo (FREITAS et al., 2009; PAVLETIC, 2010).



O conhecimento relacionado a acdo angiogénica € importante quando se refere a
regeneracdo de tecidos lesionados, seja por ferimentos ou queimaduras, ou ainda na
proliferacdo de tumores cancerigenos, que induzem a formacdo de uma grande rede
vascularizada propria (HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010). Qualquer substancia que
promova ou que minimize 0 processo angiogénico apresenta consideravel potencial

terapéutico.

1.3.1 ANGIOGENESE E ANTIANGIOGENESE

Angiogénese € um termo comumente empregado para se referir a formacdo de novos
vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes (STOCKMANN et al., 2014). Hunter, em
1787, descreveu o crescimento de vasos sanguineos em analogia a galhos de arvores, sendo o
pioneiro a usar o termo angiogénese (OLIVEIRA et al., 2010). Esse processo pode ser
entendido como resposta a necessidade de se levar nutrientes e oxigénio as células onde
ocorrem crescimento e regeneracdo tecidual e eliminar restos catabdlitos (BERGERS e
BENJAMIN, 2003). Desta forma, a angiogénese €& um processo essencial para o
desenvolvimento dos tecidos e para a manutencdo da homeostase no organismo, estando
presente em periodos como desenvolvimento embrionario e na idade adulta durante os
processos inflamatdrios, sendo uma resposta controlada e com duragdo limitada (FOLKMAN,
2007).

Em relacdo ao crescimento celular o processo angiogénico pode ocorrer de duas
formas distintas — brotamento ou intussuscepcdo (Figura 2), sendo que no caso de
angiogénese por brotamento, o processo ocorre de forma invasiva, preenchendo espagos entre
0s vasos sanguineos ja formados (OLIVEIRA, 2010). Esse processo ocorre, por exemplo, em
processos de cicatrizacdo, atraves da migracdo de células endoteliais provenientes de um vaso
pré-existente. Ainda segundo Oliveira (2010), o processo angiogénico por brotamento
acontece de forma relativamente lenta, pois esta diretamente associado a atuacédo das células
endoteliais liberadas no meio extracelular, enquanto no processo por intussuscepgao, ocorre
da formacdo de um septo longitudinal em um capilar sanguineo, originando a formacéo de

dois capilares.
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Figura 2. Esquema ilustrativo demonstrando os processos angiogénicos de brotamento e de
intussucepgéo. Oliveira, 2010.

A ocorréncia de desequilibrio no processo angiogénico promove a formacdo de vasos
sanguineos desestruturados e com sua capacidade funcional alterada (HASINA e LINGEN,
2001). Essa angiogénese descontrolada, classificada como patoldgica, € um fator importante
na ocorréncia de patologias como artrite reumatdide, metastase em tumores, obesidade,
aterosclerose (HOEBEN et al., 2004).

Em contra partida, a antiangiogénese é o processo onde ha inibicdo na formacao de
neovascularizacdo, impedindo assim a proliferacdo vascular (GONZALES et al., 2003).
Representa importante processo para o equilibrio das fungdes teciduais, uma vez que a
retracdo na neovascularizagdo reduz as taxas de oxigenacdo do tecido, que poderiam
ocasionar a formacéo de radicais livres, nocivos ao tecido (SEMEZA, 2002).

1.3.2 ENSAIO ANGIOGENICO EM MEMBRANAS CORIOALANTOIDE DE
OVOS EMBRIONADOS DE Gallus gallus domesticus

Ensaios avaliativos da capacidade de determinadas substancias em promover ou
suprimir a acdo angiogénica sdo conduzidos em testes in vivo ou in vitro (VEERAMANI e
VENI, 2009). Um importante ensaio in vivo € o realizado com a membrana corioalantoide de
ovos embrionados de galinha (Gallus gallus domesticus), ensaio utilizado em grande escala
devido seu baixo custo e facilidade na execucdo, e que apresenta grande aceitacéo cientifica
sendo crescente 0 numero de trabalhos utilizando essa técnica para se avaliar substancias
diversas, desde esterodides até anticancerigenos (KATRANCIOGLU et al., 2012).



A utilizacdo da membrana corioalantoide, derivada da fuséo entre a mesoderme e a
ectoderme corionica, até o quarto dia do desenvolvimento do embrido (HAMILTON et al.,
2002), é devido as taxas de angiogénese na membrana serem crescentes nos 10 primeiros dias,
permitindo o sistema vascular atingir sua conformacdo final até o décimo oitavo dia,

considerado o periodo normal de incubacéo de 21 dias (MISSIRLIS et al., 1990).

1.4 BIOMATERIAIS E PLANTAS MEDICINAIS

Atualmente no Brasil, a maioria dos biomateriais disponiveis no mercado ainda é
importada o que encarece os procedimentos e a utilizacdo destes materiais pela populacéo.
Assim, a identificacdo de novos farmacos em plantas pode gerar o desenvolvimento de novos
biomateriais de origem nacional e com menor custo. Nesse sentido, 0 uso de certas plantas na
medicina popular pode ser um bom indicativo da potencialidade de novos medicamentos
(NEGRELLE et al., 2007).

Milhares de espécies vegetais possuem valor terapéutico e sdo frequentemente
empregadas na medicina tradicional. Contudo poucas espécies (15% a 17%) tém sido
cientificamente estudadas para avaliacdo de suas qualidades, seguranca e eficiéncia (SOARES
et al., 2006).

Um produto vegetal comumente empregado para o tratamento de indmeras
enfermidades é o latex de algumas plantas. Estimativas indicam que existem de 12 a 35 mil
espécies lactiferas com seu potencial farmacoldgico praticamente desconhecido (KONNO et
al., 2004). Dentre elas esta o latex de Jatropha curcas ou pinhdo manso, como é popularmente
conhecido no Brasil (CEASAR e IGNACIMUTHU, 2011), o qual vem sendo usado por anos
na medicina popular em diferentes procedimentos que utilizam de partes vegetais como
tratamento para reumatismo, hidropsias, neoplasias e Ulceras, além de serem empregadas com
diurético e anti-hipertensivo (AQUINO et al., 2006).

Estudos tém demonstrado o potencial medicinal em diversas partes vegetativas de J.
curcas, sendo evidenciada acdo antibacteriana em ensaios realizados com folhas e sementes
(IGBINOSA et al., 2009; OSKOUEIAN et al., 2011); acdo anti-coagulante a partir do latex
(OSONLY1 e ANAJOBI, 2003); acdo anti-inflamatoria, determinada em extrato metanolico
de raizes de pinhdo manso (NAYAK e PATEL, 2010). Ja a agdo anticancerigena,
antimetastica e antiangiogéncia, foram demonstradas a partir de compostos presentes na
casca, folha, sementes e latex de pinhdo manso (THOMAS et al., 2008; BALAJI et al., 2009;
RIBEIRO et al., 2012).



Mesmo diante desta variedade de aplicacdes farmacoldgicas, o crescimento da area
plantada com J. curcas, em todo mundo, é devido principalmente ao interesse pela utilizacdo
das sementes como fonte de déleo vegetal para producdo de biodiesel (ABDRABBO et al.,
2009; ABHILASH et al. 2011).

A exploracdo da cultura no Brasil esta em crescimento, estima-se que a producao
destinada para obtencao de 6leo atinja mais de 16 mil hectares (DUARTE, 2009). Devido essa
possivel expansdo, muitos estudos tém sido realizados na finalidade de se conhecer melhor
propriedades que permitam aproveitar ao maximo o potencial desse novo cultivar. Assim, o
desenvolvimento de produtos farmacoldgicos a partir do latex agregaria valor comercial a

esse cultivar.

1.5 PINHAO MANSO

1.5.1 CENTRO DE ORIGEM E DISTRIBUIC}AO

O pinhdo manso apresenta ampla distribuicdo na América Latina, e esta presente em
areas tropicais no continente africano e asiatico (BRITTAINE e LUTALADIO, 2010). Seu
correto centro de origem durante muito tempo ndo foi consenso no meio cientifico, sendo que
alguns autores acreditavam que o Brasil seria o centro de origem da espécie, uma vez que 0s
comerciantes portugueses disseminaram as sementes colhidas no Brasil na Africa e Asia
(ARRUDA et al., 2004).

Atualmente o meio cientifico considera a América Central, mais precisamente o
México, como pais de origem (SUJATHA et al., 2008). Esses autores sugerem que a
distribuicdo de J. curcas ocorreu por influéncia dos indios, os quais migraram do norte para o
sul das Américas a cerca de 10.000 anos. Essa hipGtese é corroborada pelos estudos de Ricci
et al. (2012), que mostraram um alto grau de similaridade genética entre amostras
populacionais de J. curcas de diferentes regibes fitogeograficas dos continentes americano,
africano e asiatico.

Algumas caracteristicas do pinhdo manso tais como: rapido crescimento; facil
propagacao; adaptacao as areas de alta ou baixa precipitacéo e alto teor de 6leo das sementes
sdo fatores determinantes para a ocorréncia da espécie J. curcas de forma praticamente

espontanea em quase todas as regides intertropicais (SUJATHA et al., 2008).



A cultura do pinhdo manso ainda é considerada em domesticacdo, sendo que acbes
como a coleta e formagdo de banco de germoplasma tém sido desenvolvidas em diversos
paises, entre eles o Brasil, no sentido de reunir informagfes que permitam o melhoramento
genético da espécie visando maior produtividade e homogeneidade na maturacdo dos frutos,
além de resisténcia a pragas e doencas (LAVIOLA, 2009).

Estudos realizados com uso de marcadores moleculares em banco de germoplasma na
China, india e Brasil apresentaram baixa variabilidade nas cole¢des (ROSADO et al., 2009;
PAMIDIMARRI et al., 2010). Segundo Laviola (2009) ainda ndo existem cultivares
melhoradas sendo utilizadas no Brasil, e que 0s genotipos utilizados nas areas de cultivo séo

geneticamente desconhecidos.

1.5.2 DESCRICAO BOTANICA

O nome do género Jatropha é derivado dos termos gregos iatros (doutor) e trophe
(comida), relacionando diretamente suas caracteristicas com propriedades medicinais, sendo
composto de aproximadamente 160 espécies herbdceas e arbustivas com distribuicéo
praticamente cosmopolita em areas de clima tropical e subtropical (KRISHNAN e
PARAMATHMA, 2009).

A J. curcas € uma espécie da familia Euphorbiaceae, popularmente conhecido no
Brasil como pinhdo manso (CEASAR e IGNACIMUTHU, 2011). Essa espécie possui
genoma relativamente pequeno, com aproximadamente 416 mega bases, sendo o material
genético distribuido em 22 cromossomos (CARVALHO et al., 2008).

Em termos taxondmicos, J. curcas esta classificada da seguinte forma: divisao
Magnoliophita, classe Magnoliopsida, subclasse Dilleneedae, superordem Euphorbiane,
ordem Euphorbiales, familia Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae, tribo Hippomaneae,
subtribo Jatropheae, género Jatropha, secdo Curcas, espécie Jatropha curcas Linnaeus
(FLORA BRASILIENSIS, 2005; THE TAXONOMICON, 2008). A figura 3 apresenta uma
ilustracéo da espécie.



Figura 3. Imagem com desenho representanto taxon de J. curcas, apresentando: (1) folhas,
(2) inflorescéncia e (3) frutos (FLORA BRASILIENSIS, 2005).

Morfologicamente, segundo Matos et al. (2012), o pinhdo manso se apresenta como
uma arvore de crescimento acelerado, com aproximadamente 2 a 3 m, podendo alcangar até
cinco metros de altura possuindo sistema radicular pivotante com raizes curtas e pouco
ramificadas. O caule € liso, suculento, apresentado lenho pouco resistente e medula
desenvolvida. O floema tem longos canais que se iniciam desde as raizes, e por onde circula
latex, que € bastante caustico (ARRUDA et al., 2004).

As folhas pecioladas séo verdes, largas e brilhantes, palmadas apresentando de 3 a 5
I6bulos. A floracdo € monoica com pequenas flores unissexuais, sempre com as masculinas
ocupando as extremidades superiores dos ramos e as femininas as ramificagOes
(SATURNINO et al., 2005). O fruto € uma cépsula contendo trés sementes amendoadas. Esse
fruto passa por diferentes estagios de maturacdo, sendo que, inicialmente o fruto é verde
passando para amarelo, castanho e terminando seu amadurecimento na cor preta (MARTINS
et al., 2008). As sementes sdo grandes, podendo a améndoa representar até 66% do peso da
semente, e nesta améndoa, o0 endosperma é oleaginoso (SIRISOMBOON et al., 2007).

Em relacdo a capacidade de tolerancia seca, Matos et al. (2012) observaram o

fechamento estomaético da planta totalmente durante o dia e sua abertura no periodo noturno,



podendo reduzir assim, em situacdo de deficit hidrico, a taxa de fotossintese e a condutancia
estomatica, caracterizando para estes autores um sistema fotossintético misto, variando de
acordo com a disponibilidade de agua.

Espécies do género Jatropha apresentam toxicidade nutricional para monogastricos e
ruminantes (CARRERA et al., 2012) e alta capacidade irritante sendo que de varias espécies,
entre elas a J. curcas foram extraidos, isolados e caracterizados ésteres diterpenos, sendo estas
substancias lipossollveis altamente tdxica e indutora da formacdo de tumores e resposta
inflamatdéria (GONCALVES et al., 2009).

Estudo realizado por Liberalino (1988) com ratos tratados com amostras de sementes
cruas, cozidas ou assadas revelou alto indice de mortalidade em um periodo de dois a
dezesseis dias. Ja o extrato metanoico das frutas apresentou efeito abortivo em ratas gravidas
(GOONASEKERA et al, 1995). Entretanto existe a ocorréncia de uma variedade de J. curcas
considerada ndo toxica nutricionalmente no México, sendo que Makkar et. al (1998)
comparando variedades toxicas com ndo tdxicas concluiram que a diferenca na concentracao
de ésteres diternos ou de forbol seria o fator responsavel pelos efeitos antinutricionais

apresentados pela planta para animais.

2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS
O objetivo deste trabalho fo avaliar o potencial angiogénico e a toxicidade do latex de

J. curcas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos dessa proposta sao:

o Identificar a toxicidade do latex pelo crescimento das raizes de cebola;

o Avaliar o potencial citotoxico do latex de J. curcas pela analise do indice
mitotico em células meristematicas da raiz da cebola;

o Avaliar o potencial genotoxico do latex através da anélise da ocorréncia de
aberrac6es cromossdmicas e frequéncia de microndcleos nas células da raiz de cebola;

o Identificar o potencial angiogénico, avaliando a morfologia das membranas
corioalantéides (CAM) de ovos fecundados de galinha Gallus gallus domesticus, submetidos

ao tratamento com latex;



o Verificar a formacdo de novos vasos sanguineos, presenca de inflamagdo e
hiperemia a partir da analise histologica das membranas CAM submetidas ao tratamento com

o latex de J. curcas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENC;AO DO LATEX DE J. curcas

A coleta do latex foi realizada em éarea de plantio de pinhdo manso localizada na
estacdo experimental da Universidade Estadual de Goias (UEG), campus Ipameri, localizada
na rodovia GO 330, km 241. Por se tratar de material nativo, proveniente da regido do
municipio de Jatai, sudoeste do estado de Goias, um exemplar da planta foi identificado pelo
Prof. Ms. Ismael Martins Pereira, tendo sua exsicata depositada, com ndmero 10.042, no
herbario da UEG. O latex foi extraido diretamente por meio de incisbes realizadas no caule
com uma faca, a uma altura de um metro e meio do solo, tendo a area de coleta
aproximadamente cinco cm de comprimento e 0,5 mm de profundidade. O latex exultado com

o corte foi acondicionado diretamente em tubos Falcon de 10 ml esterilizados.

3.2 TESTES COM A. cepa
e Obtencéo da Cebola
Para a execucdo do teste com A. cepa foram adquiridas cebolas no comércio local do
municipio de Ipameri-GO, de tamanho similar e que apresentavam catéfilos externos brancos,
ndo germinados e saudaveis.
e Grupos Experimentais
O ensaio com A. cepa foi composto por cinco grupos experimentais, onde as solucfes
foram diluidas em agua destilada, sendo esses: 1. solucéo de latex a 0,1%; 2. solugéo de latex
a 0,5%; 3. solucdo de latex a 1%; 4. agua destilada (controle negativo); e 5. solucéo de azida

sodica na concentracao de 2g/L (controle positivo).

e Procedimentos
Para cada grupo testado foram separados aleatoriamente 10 bulbos. Em seguida, o
parénquima central da coroa de brotamento foi retirado para aumentar a absorcdo das
solugdes. Os bulbos foram colocados em recipientes de vidro, com capacidade de 50 mL,

deixando a area radicular diretamente em contato com o liquido a ser testado. As raizes foram



inicialmente colocadas em agua destilada por trés dias, para permitir seu crescimento normal.
Apos esse crescimento inicial foram mantidas apenas cinco raizes de cada bulbo, todas com
aproximadamente dois cm de comprimento, as mesmas foram expostas, por mais 72h aos
tratamentos com diferentes concentracdes de latex de pinhdo manso, além dos controles
positivo e negativo. As solucBes teste dos tratamentos foram diariamente renovadas.
Finalizado o periodo de 72h, as cinco raizes foram medidas, removidas, fixadas e conservadas
em solucdo de Carnoy (Solucdo 3:1 de etanol absoluto e acido glacial acético). A seguir, as
pontas foram coletadas para analise citogenéticas e os dados relativos ao crescimento foram

anotados para analise estatistica para avaliacdo de toxicidade.

3.2.1 Teste De Toxicidade

Para se inferir sobre o potencial toxico do latex de pinhdo manso, foi realizado teste
com A. cepa observando e comparando a média de crescimento das raizes em trés diferentes
concentragfes — 0,1%, 0,5% e 1%, com o controle negativo (agua destilada). Conforme
apresentado no procedimento de sensibilizacdo das raizes para o teste com A. cepa, ap6s 0
periodo de 72h de sensibilizacdo o comprimento radicular foi medido com régua milimetrada
e os valores de crescimento comparados obtendo uma média para cada bulbo avaliado. Os
dados obtidos foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), sendo as diferentes
médias comparadas pelo teste de Tukey, onde foram consideradas significativas as diferencas
maiores que 5% entre os tratamentos (P<0,05). As andlises foram realizadas no programa

computacional STATISCA 5.0.

3.2.2 Teste De Citotoxicidade
O potencial citotoxico do latex de pinhdo manso foi avaliado através do ensaio sobre

células meristematicas presentes na coifa da raiz de Allium cepa (cebola).

3.2.2.1 Preparo e Andlises das Laminas

Para o preparo das laminas, foram utilizadas de duas a trés raizes, permanecendo as
raizes restantes conservadas em Carnoy. As coifas das raizes foram retiradas, lavadas com
agua destilada e hidrolisadas com HCI (5M) por um minuto, sendo lavadas posteriormente, a
sequir fez-se o esfregaco e sobre as mesmas e foi colocada a laminula. As laminas com as
laminulas foram mergulhadas no nitrogénio liquido e a laminula retirada. A seguir, o0 material
foi corado com Giemsa a 5%. Utilizando microscopio 6ético com recurso de captura de

imagens, nos aumentos 40x e 100x, foram avaliados seguintes parametros: o numero de



células em processo de divisdo celular por bulbo, indice mitético (IM). O indice mitético por
bulbo, para cada tratamento avaliado foi contabilizado e os dados, utilizados para analise
estatistica.

3.2.2.2 Anélise Estatistica

Para a realizacdo da andlise estatistica foram contadas cerca de 1000 células para cada
bulbo, totalizando um minimo de 5000 células em cada tratamento. Os dados quantitativos
coletados em cada tratamento foram inicialmente analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA) para se determinar diferengas significativas (p<0,05), sendo que posteriormente
tiveram suas medias determinadas e comparadas pelo Teste de Tukey, utilizando o programa
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

3.2.3 Teste de Genotoxicidade

O latex de pinhdo manso foi submetido ao teste de genotoxidade in vivo, por meio do
teste com Allium cepa, onde o preparo das laminas foi realizado com o mesmo procedimento
descrito para o teste de avaliacdo de citotoxidade, sendo que neste teste foi avaliado a
presenca de anomalias de ciclo mitético (ACM) e o surgimento de microndcleos (M). As

alteracdes observadas foram contabilizadas e os resultados comparados estatisticamente.

3.3 TESTE PARA AVALIAR POTENCIAL ANGIOGENICO
O potencial angiogénico do latex de J. curcas foi avaliado através de ensaio CAM em

ovos de galinha fertilizados.

3.3.1 Obtencdo dos Ovos Fertilizados

Foram utilizados 120 ovos de galinha fertilizados provenientes do comércio local. O
ensaio CAM foi dividido em seis grupos experimentais sendo que cada grupo foi composto de
20 ovos fertilizados. Os seis grupos foram organizados da seguinte forma: 1- controle
negativo (&gua destilada); 2- controle inibitdrio (solugdo de dexametasona 4mg/ml — nome
comercial Decadron®, produzida pela Aché Laboratérios Farmacéuticos, lote n® 1204279); 3-
controle positivo (Regederm® - pomada cicatrizante produzida pela Pele Nova Biotecnologia);
4- solucdo de agua destilada com latex de pinhdo manso diluido a 25%; 5- solucdo de agua

destilada com latex de pinhdo manso diluido a 50%; 6- latex de pinh&o manso puro.



3.3.2 Procedimento Experimental

Os ovos fertilizados foram incubados a temperatura, 37° C e umidade, 60 a 70%,
mantida constante por um periodo de cinco dias. No quinto dia os ovos tiveram a extremidade
de sua casca retirada possibilitando acesso a membrana CAM, sendo gque neste momento 0
orificio foi lacrado por meio de um filme, mantendo a esterilidade da membrana. Os ovos
retornaram a estufa até o décimo terceiro dia, momento em que as substancias (agua destilada,
latex de pinhdo manso, Regederm® e dexametasona) foram colocadas em contato com as
CAM, através de discos de papel absorvente, com sete mm de diametro, contendo
aproximadamente de trés a cinco microlitros de solucdo. Os grupos de ovos foram avaliados
tendo decorrido o periodo de 72 horas ap6s o0 contato com a respectiva substancia em analise.
Neste momento as membranas CAM foram cortadas com tesouras cegas curvas, fixadas e

conservadas em solucgdo de formaldeido a 3,7%.

3.3.3 Obtengdo e Analise Estatistica das Imagens

Através de uma camera digital Canon PowerShot SD850 IS 8.0 megapixels foram
tiradas fotos das membranas CAM. A analise e quantificacdo da rede vascular neoformada
foram feitas por meio das imagens. A area percentual de cada ensaio foi determinada
utilizando os programas, Gimp 2.8 e Imagem J 1.47v. A andlise estatistica foi realizada
através da comparacdo das médias quantificadas pela andlise de variancia (ANOVA), e as
médias de vascularizacdo comparadas pelo teste de Tukey, considerando diferencas

significativas as que apresentarem p< 0,05%, programa SISVAR.

3.3.4 Andlises Histoldgicas

As membranas CAM dos ovos fertilizados submetidos aos diferentes tratamentos
foram fixadas com formaldeido 3,7% e embebidas em parafina. A seguir, os blocos de
parafina foram cortados com micrétomo e os fragmentos corados com solucdo de
hematoxilina e eosina. O tecido das membranas corioalantdides foi avaliado
microscopicamente e tiveram contabilizados os seguintes parametros: 1. ocorréncia de novos
vasos sanguineos; 2. presenca de elementos inflamatdrios e 3. ocorréncia de hiperemia. Os
diferentes parametros foram analisados e os resultados visualmente classificados de acordo
com a intensidade em: ausente (0); discreto (1); moderado (2) e acentuado (3). A anélise
estatistica do ensaio histoldgico foi realizada atraves de teste ndo-paramétrico, chamado
Kruskal Wallis. Foram consideradas significativas as diferencas maiores que 5% entre os
tratamentos (P<0,05).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIO COM Allium cepa

4.1.1 Toxicidade

Segundo Costa et al. (2008) toxicidade € a capacidade de uma determinada substancia
em causar efeito danoso a um organismo. Segundo Adam e EI-Shhry (2010) o crescimento
radicular esta diretamente associado ao numero de células em processo de divisdo celular no
meristema das raizes. Nos testes de toxidade, amostras com diferentes concentracdes sdo
avaliadas e as alteragdes em relacdo aos padrdes de normalidade, como alteragcdo no
crescimento da raiz, mudanca de cor, formato ou textura, por exemplo, sdo observadas e
quantificadas comparativamente a um controle negativo (RONCO et al., 2004).

Para se determinar o percentual inicial das concentracfes de latex, foram inicialmente
testadas, os percentuais 1%, 5% e 10%. Os resultados obtidos mostraram que nas
concentracdes de 5 e 10% o crescimento da raiz foi inibido e houve um embranquecimento
da coifa apds as 72h de sensibilizacéo, isso inviabilizou, a realizacdo de experimentos nessas

concentrages (Figura 4).

Figura 4. Foto digital destacando o bulbo (A), o caule (B) e, com setas destacando as pontas
das raizes de Allium cepa alteradas, para tratamento com latex de pinhdo manso a 5%.

Diante disso, optou-se por realizar o teste de A. cepa em solu¢fes mais diluidas. Os
ensaios foram realizados com solucdes de latex na concentracdo de 0,1%, 0,5% e 1%. A
Tabela 1 apresenta os resultados do crescimento da raiz nas diferentes concentragdes testadas.



Tabela 1. Taxa e média de crescimento da raiz de A. cepa, por bulbo, com desvio padrao,
para controle negativo e tratamentos em diferentes concentracdes de latex de J. curcas.

Taxa de Crescimento Médias de
, , . Teste de
Tratamentos das Raizes em centimetros Crescimento
Tukey
+ DP
Agua 2,8; 2,9; 2,8; 3,0; 2,7 2,8 £0,12 A
Latex 0,1% 0,7;0,8;0,8;0,6; 0,7 1,0 +0,06 B
Latex 0,5% 0,1;0,1;0,2;0,1; 0,1 0,2 +0,08 C
Latex 1% 0,0;01;0,0;01;0,1 0,0 £0,05 C

Letras iguais representam tratamentos onde ndo houve diferenca significativa (P<0,05), teste de Tukey.

O resultado apresentado na Tabela 1 sugere que o latex de pinhdo manso apresenta
capacidade tdxica, interferindo no crescimento das raizes de cebola. Estatisticamente ao se
comparar as médias de crescimento das raizes dos tratamentos com latex ao controle negativo,
estes apresentaram resultados inferiores, sendo que os tratamentos com 0,5% e 1% nao
difeririam estatisticamente entre si, sendo classificados com a letra C, apresentando
comparativamente com 0s demais tratamentos, pelo pds-teste de Tukey, menor média de
crescimento.

Nos tratamentos com latex de pinhdo manso, até a menor concentracdo, 0,1%,
apresentou diferenca significativa (média inferior em mais de 50%) quando comparada a agua
destilada, sendo que este tratamento foi classificado com a letra B, enquanto que o controle
negativo (agua destilada), representado pela letra A, apresentou a maior media de
crescimento. Esse resultado evidencia que na presenca do latex o crescimento radicular foi
alterado, denotando condicdo de toxicidade.

Esse resultado reforca o perfil de toxicidade da J. curcas, sendo que ha diversos
estudos cientificos, com o 6leo extraido das semente de pinhdo manso, relacionando essa
capacidade toxica a presenca de vérias substancias, principalmente as substancias curcina e
aos esteres de forbol (MENDONCA e LAVIOLA, 2009). Gandhi et al. (1995) apresentaram
estudo sobre o 6leo de pinhdo manso, em que a dose letal para metade dos ratos avaliados
(DL50) foi observada com a administracdo de apenas 6 mL/Kg do animal.

4.1.2 Citotoxicidade
Uma forma de se determinar o potencial citotoxico de uma substancia é avaliar as

alteracdes que essa substancia causa no padréo funcionamento e ocorréncia de divisao celular.



No teste com A. cepa essas alteracdes podem ser avaliadas comparando a taxa dos indices
mitéticos (1IM).

O indice mitdtico € determinado pela porcentagem de células em fase mitética. A
reducdo nesse percentual de células pode ser interpretado tanto como morte celular como
possivel atraso no movimento de proliferacdo celular (PANDA et al., 2005) Para Leme e
Marin-Morales (2009) o IM é um importante parametro na avaliagdo da citotoxicidade de uma
substancia, e alteragdes que levem a reducdo do IM, em relagdo a um controle negativo, pode
expressar a acdo de substancias quimicas interferindo tanto no crescimento quanto no
desenvolvimento do organismo sensibilizado. Quando a alteracdo no IM for maior do que o
apresentado pelo controle negativo, este também pode ser considerado prejudicial uma vez
que pode acarretar a formacéao de tumores, devido a proliferacdo anormal das células.

De acordo com essa premissa 0s resultados obtidos, apresentados na Tabela 2,
permitem inferir sobre a citotoxicidade do latex de pinhdo manso uma vez se compara 0S
tratamentos nas diferentes concentracdes (0,1; 0,5 e 1%), com controle negativo (agua
destilada) e controle positivo (azida sodica).

Tabela 2. Anélise de laminas, teste com Allium cepa, para a avaliacdo de citotoxicidade e
genotoxicidade do latex de pinhdo manso.

Citotoxicidade Genotoxicidade
Tratamentos Total de Total de Indice Mitético  NUmero de NUmero de
, células em ) ) ,
células divisa (%) Anomalias  Micronucleos
ivisdo

Latex 1% 6.749 70 10B 3B 0B

Latex 0,5% 5.237 84 16B 23B 0B

Latex 0,1% 5.641 404 71B 253 A 2B

Agua 5.060 1.325 26 A 0B 1B

Azida sodica 6079 514 8,4B 254 A 98 A

Letras iguais representam tratamentos onde ndo houve diferencga significativa (P<0,05), teste de Tukey.

Os valores apresentados na Tabela 2 evidenciam a diminui¢do acentuada do IM nos
tratamentos com latex de pinhdo manso, quando comparada com o controle negativo. O valor
do indice mitético apresentado pelo latex é inferior inclusive ao controle positivo (azida

sodica), substancia reconhecidamente citotoxica. A andlise estatistica com a discriminacao



das médias pelo Teste de Tukey confirma essa observacdo uma vez que as medias
apresentadas pelos tratamentos com latex de pinhdo manso foram semelhantes ao controle
positivo, apresentando IM inferior a 50% ao controle negativo (4gua destilada),
caracterizando acdo de citotoxicidade.

Segundo Ezaki et al. (2008) a presenca de substancias nocivas alteram o metabolismo
celular e desencadeiam efeitos toxicos ao interagir com metabdlitos e estruturas celulares,
ocasionado distarbios no ciclo e divisdo celular e consequentemente ocasionando a alteracao
no padrdo de normalidade no crescimento tecidual.

Desta forma, resultado semelhante em relacdo a citotoxicidade foi apresentado na
avaliacdo do 6leo extraido das sementes de pinhdo manso, em trés concentracdes (22,5%;
45%; 67.5%), em bioensaio com alface (Lactuca sativa), sendo que a reducdo no IM neste
estudo foi significativa em todos os trés tratamentos quando comparados com o controle
negativo (agua destilada), com p<0,05, pelo teste de Kruskal-Wallis (BOTELHO et al., 2011).

Ribeiro et al. (2012) apresentaram estudo com diversas plantas utilizadas de forma
medicinal no Brasil, dentre elas o pinhdo manso, sendo que a avalia¢éo citotoxica do extrato
metanolico de folhas de pinhdo manso foi utilizada in vitro para sensibilizar linhagens de
células tumorais humanas, resultando na inibicdo entre 55 a 88% no crescimento destas. Esse

resultado evidencia a capacidade citotoxica presente na espécie J. curcas.

4.1.3 Genotoxicidade

A ocorréncia de aberragbes cromossomicas na divisdo celular e a ocorréncia de
micronlcleos nas células avaliadas evidéncia o potencial genotoxico de uma substancia
(LEME; MARIN-MORALES,2009). Segundo Campos et al. (2008), a ocorréncia de
micronucleo decorre da perda de pedagos ou mesmo de cromossomos inteiros, devido acdo de
agentes gue danificam o material genético ou modificam o ciclo mitotico. Estes fragmentos de
cromossomos permanecem livres no citoplasma, formando membrana propria e segundo esse
mesmao autor, por ser semelhante ao ndcleo em constituicdo e propriedade de coloracédo, pode
ser facilmente reconhecido, constituindo uma técnica simples de estimar dano genético
induzido.

O resultado apresentado na Tabela 2 mostrou que o latex de pinhdo manso nas
concentracdes de 1% e 0,5% apresentou baixo numero de aberragfes cromossoémicas. Porém
na concentracao de 0,1% o numero de aberra¢fes cromossdmicas foi muito elevado, a taxa foi

superior ao controle positivo (azida sédica).



A relacdo entre o fato da solucdo mais diluida do latex apresentar maior
genotoxidade que as solugdes mais concentradas podem ser explicadas quando analisamos 0s
dados de citotoxicidade e genotoxidade conjuntamente. Os dados obtidos mostram que em
altas concentracdes o latex causa o atraso na proliferacdo e/ou morte celular e dessa forma nédo
existem células em divisdo, ndo sendo possivel observar anomalias cromossdmicas. Ja em
menores concentragdes, o efeito citotoxico ndo é observado e as células entram em divisdo.
Contudo, essa divisdo € alterada, com a presenca de muitas anomalias cromossémicas,
classificando essa substancia como genotoxica.

Resultados semelhantes foram obtidos por Andrade-Vieira et al. (2014) avaliando o
6leo de J. curcas em bioensaio com Lactuca sativa, onde a presenca de substancias no 6leo
ocasionaram modificac6es no ciclo celular e induzindo alteragdes cromossomicas e nucleares.
Neste mesmo estudo os autores destacam que esta toxicidade pode ser atribuida a presenca de
ésteres de forbol, fitoquimico toxico comum plantas do género Jatropha, e que segundo
Devappa et al. (2010) a concentracdo dessa substancia no 6leo pode chegar a 75%.

Entre os diferentes tipos de anomalias observadas as mais comuns foram atrasos no

fuso mitotico, as pontes anafasicas e 0s cromossomos pegajosos (Figura 5).

Figura 5. Fotografias de células das raizes de cebola em diferentes concentracdes de latex de
pinhdo manso com aumento de 100x. A: células na concentracdo de 0,1% com ocorréncia de
cromossomos condensados e atraso no fuso mitético; B: células na contracdo de 0,1% com
anomalia de cromossomos perdidos; C: células na concentracdo de 0,5% com ocorréncia de
cromossomos pegajosos; D: células na concentragdo de 0,5% com anomalia de pontes
anafésicas; E e F: células na concentracdo de 0,1% evidenciando micronucleos.



Em relacdo a incidéncia de micronucleos, estes ndo foram observados nas diferentes
concentracOes do latex de pinhdo manso testadas. Contudo, o tratamento com azida sddica
evidenciou uma alta frequéncia de microndcleos. As analises estatisticas da genotoxidade
confirmam esses resultados e mostram que nao existem diferencas significativas entre os
tratamentos a 1% e 0,5% em relacdo ao controle negativo. Por outro lado, obteve-se uma
diferenca altamente significativa quando comparado os tratamentos a base de latex 0,01%
com o controle negativo.

Esses resultados evidenciam estatisticamente que o latex de pinhdo manso é
genotoxico na concentracdo de 0,01% sendo o numero de anomalias superior ao controle
positivo, evidenciando o risco da utilizacdo indiscriminada por parte da populagdo de partes
de plantas no tratamento de enfermidades, ignorando a toxidade presente nestes compostos
(ALBERTASSI et al., 2010).

4.2 ENSAIO COM A MEMBRANA CORIOALANTOIDE

4.2.1 Avaliacdo de Vascularizacdo das CAM por Tratamento de Imagem

A Figura 6 mostra os resultados das membranas corioalantéides (CAM) de ovos de

galinha submetidos aos diferentes tratamentos.

Figura 6. Imagens de membrana corioalantéide de embrido de galinha (CAM) nos
tratamentos com latex de pinhdo manso nas concentragdes: A (25%), B (50%), C (100%), e
dos controles: D (Dexametasona, controle inibidor), E (Agua , controle negativo) e F
(Regederm®, controle positivo). As setas indicam ocorréncia de falhas na vascularizagao.



A analise visual permite inferir a ocorréncia de menor formacao de vasos em A, B, C
e D, quando comparados as imagens E e F. Permite também observar que nestes quatro
tratamentos o padrdo de vascularizacdo ndo €é homogéneo e continuo, podendo ser
visualizadas falhas nos vasos, destacadas por setas.

J4 em relagdo aos tratamentos E (agua destilada) e F (Regederm®) o padrdo de
vascularizagdo estd mais ramificado e com rede de vasos e capilares melhor distribuidos,
caracterizando um tecido com melhor distribuicdo de nutrientes e condicdes de
desenvolvimento.

Para a realizacdo do teste de quantificacdo de vascularizacdo as membranas CAMSs
foram digitalizadas e a seguir as imagens foram submetidas ao programa Image J 1.47v, o
qual permitiu a quantificacdo da area vascularizada. Sendo que a média de vascularizacdo dos
tratamentos foi comparada estatisticamente e as diferentes médias discriminadas pelo pos-

teste de Tukey, com p<0,05. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Porcentagem e média de vascularizacdo de membrana corioalantoide (CAM), com
desvio padrdo, em relacdo aos tratamentos com: Léatex de J. curcas nas concentracdes 100%,
50% e 25%, 4gua destilada, dexametasona e Regederm®.

Média de Teste de
Tratamentos Porcentagem de Vascularizacao Vascularizacao Tuk
+SD uKey
. 6,7; 6,5; 7,1; 8,8; 6,9; 7,8; 6,6; 6,2; 7,6; 6,6;
0 i) ) i) ) 1 ) 1 ) ] ) ) b b b b} ) ) ) ) )
Latex (100%) 49 719:71:'6,2: 5.6: 6,2 6,7: 6.7: 6.5 6,3 6,7+08 D
5,9, 6,5; 6,2; 5,3; 4,6, 7,5, 7,8; 7,5; 6,8; 6,8;
Latex (50%)  5,6;8,0;8,1;7,7;74;81;7,2;7,1;8.2;7,4 70£1,0 D
13,7; 12,9; 8,9; 11,4, 8,8; 7,7; 9,2; 7,4; 11,6;
Létex (25%) 10,15 11,5; 8,8; 8,4; 11,7; 13,2; 11,6; 10,6; 8,4; 104+19 C
12,7; 8,6
Agua 14,4; 11,1; 14,1; 13,1; 15,4; 16,5; 14,0; 12,2;
Destilada 13,45 8,9; 11.,8; 13,1; 12,1; 11,3; 10,3; 9,8; 120423 B
: 11,7; 8,5; 9,0; 10
(Negativo)
Dexametasona 2> &8 8:2; 3.6, 5,7, 4,3, 4,6; 6,1, 7,4, 7.2,
o 4,3;4,4,47,55;4,1;51;84;4,7;7,8; 6,6 58+14 D
(Inibidor)
® 22,9; 21,3; 21,5; 22,8; 23,4; 23,0; 25,8; 23,7,
Regederm : . . . . . . .
. 24,2; 25,7; 24,0; 22,4; 26,3; 23,2; 19,9; 20,6; 22,6 +2,0 A
(Positivo)

19,7; 21,9; 21,6; 19,0

Média de vascularizacdo para cada tratamento determinada pelo programa SISVAR, segundo teste de Tukey,
(p<0,05). Letras iguais representam tratamentos onde ndo houve diferenca significativa.



Os resultados apresentados na Tabela 3 indicam a acéo inibitdria do latex de pinhdo
manso sobre a formacdo de vasos sanguineos nas concentracdes de 100 e 50%, sendo pelo
pos-teste classificadas com a letra D - a mesma classificacdo foi atribuida ao controle
inibitério (dexametasona). O tratamento composto pela solugdo de latex de pinhdo manso a
25% foi classificado com a letra C, apresentando média inferior ao controle negativo,
classificado com a letra B, mas superior aos demais tratamentos com latex e ao controle
inibitorio.

O grupo onde foi avaliada a pomada Regederm® (controle positivo) apresentou as
maiores meédias entre todos os demais tratamentos avaliados, com média de 22,6 sendo por
isso classificada com a letra A.

As diferencas em relagédo aos resultados obtidos nos grupos experimentais de 25% em
relacdo aos grupos 50% e 100% mostram que o efeito da concentracdo do latex pode interferir
no potencial angiogénico da substancia testada. Essa relacdo entre a concentracdo de latex
utilizada em uma solucdo é uma importante caracteristica a ser considerada, devido a presenca
em lactiferas de substancias causadoras de efeitos nocivos ao organismo Vvivo.

Melo-Reis (2010) apresentou em seu trabalho resultado positivo em relacdo a agédo
promotora de vascularizacdo do latex de Synadenium umbellatum Pax. em ensaio com CAM
nas concentracbes de 10 a 20 mg/ml, entretando no mesmo teste com membranas
corioalantéide quando foi utilizado o latex puro de S. umbellatum, este levou a morte os
embrides.

A relacdo entre a concentracdo e o potencial angiogénico também foi observado em
estudo realizado por Bessa (2010) na avaliagdo do potencial angiogénico do latex de
Euphorbia turicalli. No estudo de Bessa (2010), quando a solugdo aquosa de latex de E.
turicalli, na concentracdo de 1 mg/mL, foi avaliada através de ensaio com CAM, esta
apresentou atividade angiogénica semelhante ao controle positivo testado (Biocure®),
evidenciando desta forma a capacidade angiogénica da solugdo com latex nesta concentragéo,
entretanto o tratamento com o latex puro desta planta acarretou na destruicdo da membrana e
ocasionou a morte do embrido.

Assim, os resultados obtidos nessa pesquisa evidenciam o potencial antiangiogénico
presente no latex de J. curcas por apresentar resultados semelhantes ao do controle inibitdrio
utilizado (dexametasona), e permite concluir que a concentracdo do latex de pinhdo manso
pode ser fator limitante para sua aplicacdo, uma vez que o latex em menor concentragdo

apresentou melhor resultado quando comparado aos demais tratamentos com latex.



Os resultados apresentados no presente trabalho em relagdo a utilizacdo do latex de
pinhdo manso, reforga o estudo apresentado por Figueiredo et al. (2013), que afirmam que
mesmo apresentando algum tipo de efeito medicinal a ocorréncia de potencial toxico esta
presente em diversas espécies comumente utilizadas na medicina popular como por exemplo:

0 guaco, a babosa, a mamona, dentre outras.

4.2.2 Avaliacdo do Processo Angiogénico em Ensaio Histoldgico

Para a avaliacdo histolégica as membranas corioalantoides foram analisadas
microscopicamente e a ocorréncia de fatores como a hiperemia, a presenca de elementos
inflamatorios e a formacdo de novos vasos sanguineos (neovascularizagcdo) foram
considerados para a determinagdo da agdo angiogénica.

A ocorréncia da hiperemia, caracterizada pelo aumento do fluxo sanguineo numa
determinada regido, esta relacionada diretamente a capilarizacdo ocasionada pelo aumento
quantitativo nos vasos sanguineos funcionais, facilitando consequentemente a ocorréncia de
elementos inflamatorios (MITCHELL, 2005).

Desta forma, hipermia e inflamacdo sdo eventos que estdo diretamente associados.
Assim o aumento na ocorréncia de células inflamatdrias € importante uma vez que estas
células, ativam fatores que sdo precursores endoteliais como citocinas e fator de crescimento
endotelial vascular, especificos de células de crescimento e no inicio e amplificacdo da
resposta inflamatéria (DONA et al., 2003; ZIJLSTRA et al., 2006; MAY et al. 2008),
induzindo o processo de surgimento de novos vasos sanguineos e o desenvolvimento dos
vasos pré-existentes.

A Figura 7 apresenta fotomicrografias representando os diferentes tratamentos
avaliados, sendo que as setas destacam a presenca de vasos neoformados e de elementos
inflamatdrios, pardmetros importantes no processo angiogénico. Nesta, as setas cheias
destacam a ocorréncia de elementos inflamatorios tanto em tratamento com latex, quanto nos
controles positivo (Regederme®), negativo (dgua destilada) e até mesmo no inibitdrio
(dexametasona).

A ocorréncia de vasos recém-formados ou neoformados, caracterizados por terem sua
estrutura capilar formada por uma ou duas unidades celulares, estdo destacadas em setas
tracejadas, sendo que neste caso estdo evidenciadas no tratamento latex a 50% e no controle

positivo (Regederme®).
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Figura 7. Imagens histologicas dos tratamentos: A-Latex a 25%, B-Latex a 50%, C-Latex
Puro, D-Dexametasona (Controle Inibitério), E-Agua (Controle Negativo), F-
Regederm®(Controle Positivo). Setas cheias indicam a ocorréncia de elementos inflamat6rios
nos diferentes tratamentos, enquanto de as setas tracejadas evidenciam vasos neoformados.

Na analise visual das micrografias a ocorréncia dos trés fatores avaliados: hiperemia,
presenca de elementos inflamatérios e a formacdo de novos vasos sanguineos, para
determinacdo estatistica foram quantificados, sendo para a ocorréncia de cada um dos fatores
avaliados, foi considerado (0) para ausente; (1) para discreto; (2) para moderado; (3) para
acentuado. Os resultados foram entdo submetidos a andlise ndo paramétrica de Kruskall-
Wallis, com p<0,05, sendo posteriormente submetidos ao teste de Bonferroni, para
diferenciacdo entre os grupos/tratamentos.

Nos resultados, expressos em porcentagem, estdo apresentados na Tabela 4, onde em
relagdo a ocorréncia de elementos inflamatorios os tratamentos diferiram estatisticamente
segundo teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, considerando p < 0,05, sendo que no pos-
teste de Bonferroni, o controle positivo se diferenciou dos demais tratamentos, na ocorréncia
de elementos inflamatdrios, sendo classificada pelo teste com a letra A. Neste pos-teste, a
avaliacdo da ocorréncia deste quesito, os tratamentos com latex nas trés concentracoes
testadas, assim como o controle negativo e inibitério, foram semelhantes e, por isso,

classificados com a letra B.



Tabela 4. Dados de anélise estatistica de CAM nos respectivos tratamentos apresentados em
porcentagem. Médias discriminadas segundo o teste T de Bonferroni.

Dados da Analise Histologica

ratamentos Elementos Inflamat(?rios Hiperemia . Neovascularizagé}o
(%) Média (%) Média (%) Média
0 80 80 100
Dexametasona % 2_0 0,2B 2_0 0,2C : 0,0B
3 - - -
0 80 40 40
Latex a 25% % 2_0 0,2B 6_0 0,6BC 6_0 0,6B
3 - - -
0 100 40 100
Litex a50% : 0,08 S0 08BC : 0,08
3 - - -
0 60 40 100
Létex Puro 40 0.4B 00 0,6BC : 0,08
3 - - -
Aga ) o 0 >
Destilada 5 ) 0,8B 60 1,6AB ] 0,0B
3 20 - -
0 - - -
Regederm® % 38 2,4A 100 2A 4_0 2,2A
3 60 - 60
er\l;;lﬁasl' 01755 0,008* 0,03* 0,002*

Para analise estatistica, as alteracbes foram consideradas da seguinte forma: (0) para ausente; (1) para
discreto; (2) para moderado; (3) para acentuado. Os dados foram submetidos a analise ndo paramétrica
de Kruskal-Wallis com p< 0,05. Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo
teste T de Bonferroni. *Resultado estatisticamente significante.

Em relacdo a ocorréncia de hiperemia o resultado estatistico apresentado evidencia a
diferenga entre os tratamentos, para p < 0,05, sendo no pos-teste de Bonferroni, a avaliacao
dos resultados néo nos permite afirmar que houve tratamento melhores, dada a discriminacao

apresentada por letras, que se sobrepde. Entretanto numericamente ha diferenca entre os



resultados do controle positivo e negativo, em relacdo aos tratamentos com latex de pinhédo
manso e o controle inibitorio.

A diferenca entre os tratamentos também foi ainda mais significativa em relacdo a
ocorréncia de neovascularizacdo, sendo que novamente pelo teste de Bonferroni, o tratamento
com Regederm® se diferenciou dos demais, sendo discriminado com a letra A. Os demais
tratamentos n&o diferiram estatisticamente e foram classificados com a letra B.

Os resultados apresentados segurem que a pomada Regederm®, comercializada pela
empresa PeleNova®, produto derivado do latex de seringueira, apresenta potencial
angiogeéncio, ja em relacdo aos demais tratamentos os dados expressam a falta de capacidade
destes em promover acbes que desencadeiem atividade angiogénica sobre a membrana

corioalantoide de galinha.

5. CONCLUSAO

Milhares de espécies vegetais apresentam valor terapéutico, entretanto poucas espécies
apresentam estudos cientificos avaliando suas qualidades, eficiéncia e seguranca. A utilizagéo
na medicina popular pode ser um bom indicativo da potencialidade de uma espécie para o
desenvolvimento de novos medicamentos. O presente trabalho analisou duas importantes
caracteristicas, a biofuncionalidade e a biocompatibilidade, do latex Jatropha curcas, uma
planta lactifera com ocorréncia cosmopolita, que é utilizada na medicina popular de diversas
formas para o tratamento de enfermidades variadas. Estudos cientificos demonstraram a
capacidade farmacolodgica de partes da planta, sendo que em relacdo ao latex ainda ha poucos
trabalhos publicados. Para essa analise foram realizados bioensaios in vivo para avaliar o
potencial angiogénico e a toxicidade do latex. Os resultados em relacdo a toxicidade do latex
de J. curcas, evidenciam o potencial toxico, citotoxico e genotoxico do mesmo, ainda que em
pequenas concentra¢des. Quanto a avaliacdo angiogénica, o latex de pinhdo manso apresentou
acdo antiangiogénica semelhante ao controle negativo utilizado. Desta forma o conjunto de
dados analisados e os resultados apresentados sugerem gue novos ensaios sejam realizados na
finalidade de se determinar a potencialidade do latex de pinhdo manso para o

desenvolvimento de novos biomaterais.
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