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RESUMO

Jatropha curcas L, conhecido popularmente como pinhdo manso, é um arbusto da familia
Euphorbiaceae o qual possui multiplos usos, como exemplo para producdo de energia, fonte
de matéria organica, uso na medicina tradicional, entre outros. Os objetivos do presente
trabalho foram: 1) realizar um levantamento cienciométrico, buscando relatar as principais
tendéncias e lacunas da literatura mundial sobre a espécie; 2) realizar a caracterizagdo
fitoquimica do latex, identificando seus compostos presentes; e 3) avaliar a atividade
genotoxica e antigenotdxica do latex. Para a realizacdo da analise cienciométrica foi feita
uma busca por artigos cientificos no ISI — Web of Knowedge usando as palavras “Jatropha
curcas” OU “physic nut”. As metodologias empregadas na caracterizacao fitoquimica foram
identificacdo de metabdlitos secundarios, determinacdo de pH, analise elementar,
espectroscopia no infravermelho e analises termogravimétricas. O método usado na avaliacédo
do potencial genotdxico e antigenotdxico foi o teste de microndcleo em células de medula
Ossea de camundongos tratados com doses de latex e doxorrubicina. Como resultado, todas as
abordagens cienciomeétricas utilizadas mostraram um continuo aumento nos parametros
guantitativos e qualitativos nos estudos sobre o pinhdo manso. Além disso, as principais
tendéncias nos estudos de J. curcas sdo relacionados com a producdo de biocombustiveis, e as
principais lacunas estdo relacionadas a silvicultura e sustentabilidade, nutricdo animal e
melhoramento genético. Outro problema identificado foi a falta de sementes comerciais, 0 que
dificulta o plantio de grandes areas. india, Brasil e China juntos foram responsaveis por 55%
dos conhecimentos obtidos sobre esta espécie. Através da caracterizagdo fitoquimica foi
possivel identificar os metabdlicos secundarios heterosideos antraquindnicos, flavonoides e
taninos e constatar que o latex é composto por 40% de carbono, 4% de hidrogénio e 1% de
nitrogénio, sendo que os outros 54% ndo foram identificados. Quando comparado com o latex
da mangabeira, foi observado que o latex de pinhdo manso apresenta baixa quantidade ou
auséncia de 1,4 poli-isopreno e se apresentou menos estavel termicamente. Os resultados
obtidos pelo do teste de micronucleo in vivo, mostraram que o latex possui atividade
genotdxica nas concentracBes de 50 e 100 mg/kg p.c e atividade citotoxica em todas as
concentracdes estudadas. Em relacdo a atividade antigenotdxica, o latex inibiu o dano ao
DNA quando administrado em associa¢do ao farmaco doxorrubicina. As conclusdes obtidas
nesse trabalho foram: 1) apesar do aumento do nimero de artigos sobre pinhdo manso, muitos
paises pararam de cultiva-lo principalmente devido a falta de informacdes sobre a espécie; 2)
as andlises fitoquimicas identificaram no latex os heterosideos antragquindnicos, 0s
flavondides e os taninos, os quais possuem diferentes funcbes bioldgicas e sdo substancias de
interesse farmacologico; 3) foi observada uma diferenca significativa entre 0s componentes
do biofilme de pinhdo manso e da biomembrana de mangabeira o0 que pode ser observado nas
alteracdes de suas propriedades elasticas e provavelmente em suas aplicacdes bioldgicas; 4) o
latex de pinhdo manso apresenta atividade genotoxica e citotdxica quando administrado
sozinho aos camundongos, porém, tém efeito antagonista e atividade antigenotdxica quando
administrado simultaneamente com a doxorrubicina. Esses resultados mostram que se deve ter
cuidado com interacbes medicamentosas, e que a utilizacdo empirica do latex de pinhao
manso, pela populacgéo, pode gerar sérios danos a saude.

Palavras-chave: Euphorbiaceae, Cienciometria, Prospeccdo fitoquimica, genotoxicidade,
antigenotoxicidade.



ABSTRACT

Jatropha curcas L, popularly known as physic nut, is a shrub of the Euphorbiaceae family,
with multiple uses. The objectives of this work were: 1) reporting the main trends and gaps of
global scientific literature about J. curcas L species through a scientometric analysis; 2)
performing the phytochemical characterization of the latex and identified its compounds; 3)
evaluating the genotoxic and antigenotoxic activity of latex. For the scientometric analysis,
the 1SI - Web of Knowedge data base was used and the search was made using the words
"Jatropha curcas or "physic nut". The methodology employed on the phytochemical
characterization was: secondary metabolites identification, pH determination, elemental
analysis, infrared spectroscopy and thermogravimetric. For the evaluation of the genotoxic
and antigenotoxic potential the micronucleus test was used in bone marrow cells of mice
treated with doses of latex and doxorubicin. As result it was observed a continuous increase in
both quantitative and qualitative parameters in the studies about J. curcas. In addition, the
main trends in the studies of J. curcas are related to the production of biofuels, and the main
gaps are related to forestry and sustainability, animal nutrition and genetic improvement.
Another problem identified was the lack of commercial seeds, which makes it difficult to
plant large areas. India, Brazil and China together accounted for 55% of the knowledge on
this species. Through the phytochemical characterization, it was possible to identify the
secondary metabolites anthraquinones heterosides, flavonoids and tannins. Also it was
verified that the latex is composed of 40% of carbon, 4% of hydrogen and 1% of nitrogenand
other 54% remaining were not identified. When compared to latex of mangabeira, it was
observed that the J. curcas latex had low amount or absence of 1.4 polyisoprene and was less
thermally stable. The results obtained by the in vivo micronucleus test showed that the latex
has genotoxic activity at concentrations of 50 and 100 mg / kg b.w. and cytotoxic activity at
all concentrations studied. In relation to antigenotoxic activity, latex inhibited DNA damage
when administered together with the doxorubicin. The conclusions obtained in this study
were: 1) in spite of the increase in the number of articles on J. curcas, many countries stopped
cultivating it mainly due to lack of information about the species; 2) phytochemical analyzes
identified in the latex the anthraquinones heterosides, flavonoids and tannins, which have
different biological functions and are substances of pharmacological interest; 3) a significant
difference was observed between the components of the J. curcas biofilm and the mangabeira
biomembrane, which could be observed in the alterations of its elastic properties and probably
in its biological applications; 4) J. curcas latex shows genotoxic and cytotoxic activity when
given alone to mice, but they have antagonistic effect and antigenotoxic activity when
administered simultaneously as drug doxorubicin. These results show that care must be taken
with drug interactions, and that the empirical use of J. curcas latex by the population can
cause serious damage to health.

Key words: Euphorbiaceae, Scientometry, Phytochemical prospection, genotoxicity,
antigenotoxicity.






1 INTRODUCAO GERAL

Existe no mundo uma enorme variedade de plantas com potencial biotecnoldgico para
producdo de alimentos, cosméticos, medicamentos, energia e outros. Dentre essas plantas com
potencial biotecnoldgico, encontra-se a Jatropha curcas L., conhecida popularmente como
pinhdo manso. Esse arbusto pertence a familia Euphorbiaceae e apresenta boa adaptabilidade
em diferentes condi¢cbes ambientais. Sua importancia econdmica estd principalmente
relacionada ao uso da espécie na producdo de biodiesel, devido ao alto teor de 6leo contido
nas sementes e facil extracdo. Além do uso associado & producdo do biodiesel, essa planta
também pode ser utilizada para outros fins, como por exemplo, o0 uso do 6leo para iluminacao
ou aquecimento de alimentos; biopesticida; cerca - viva; e como fonte de matéria organica.

Atualmente, a utilizacdo popular do pinhdo manso no tratamento de doencas tem
despertado o interesse de cientistas para 0s possiveis compostos presentes nessa especie.
Anélises fitoquimicas mostraram que diferentes extratos de J. curcas contém compostos
naturais, tais como curcuciclinas A e B, curcaina, jathrophine e jathropham, os quais
apresentam atividades farmacoldgicas. Dentre os extratos de pinhdo manso utilizados na
medicina popular, o presente trabalho tem interesse na identificag&o e atividade biolégica dos
componentes do latex de J. curcas.

Geralmente o latex € formado por uma emulsdo aquosa que tem comoprincipal funcao
a defesa da planta contra herbivoros e outros patégenos. O latex é constituidode varios
componentes, tais como: alcaléides, terpendides, amido, aclcares, Gleo, taninos, resinas,
borracha, proteinas e enzimas. Recentemente, foram descritas atividades antioxidante, anti-
inflamatdria e antimicrobiana para o latex de pinhdo manso.

Embora o pinhdo manso venha sendo utilizado na medicina popular, sdo poucas as
informacdes cientificas relacionadas a espécie. 1sso é preocupante, uma vez que as supostas
vantagens terapéuticas dessa planta e o seu potencial toxico ndo sdo conhecidos pelo publico
em geral ou por profissionais da area da salde. Sendo assim, essa planta foi popularmente
considerada medicinal, mas pode conter compostos perigosos a saude humana. Na verdade,
ndo é apenas a populacdo em geral que desconhece os potenciais de pinhdo manso,

cientificamente existem poucos trabalhos que caracterizam a atividade farmacoldgica da



espécie. Pensando nas fragilidades do conhecimento sobre o pinhdo manso, esse trabalho teve
como objetivo geral realizar um levantamento sobre o atual conhecimento cientifico sobre a
espécie, caracterizar fisico-quimicamente o latex e avaliar seu potencial genotéxico e
antigenotdxico in vivo. Os resultados obtidos nessa pesquisa foram apresentados nessa
dissertacdo em forma de capitulos para facilitar a compreensdo. Sendo apresentado no
primeiro capitulo as tendéncias e lacunas do conhecimento cientifico sobre o pinhdo manso.
No segundo capitulo foi apresentada a caracterizacdo fisico-quimica do latex do pinhéo
manso e a identificacdo das principais classes de compostos com atividade bioldgica.
Finalmente, no terceiro capitulo foi analisado o potencial genotoxico e antigenotoxico do

latex do pinhdo manso em camundongos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

Segundo a ANVISA, toda planta ou parte dela que contenha substancias ou classes de
substancias responsaveis por alguma acdo terapéutica sdo consideradas plantas medicinais
(BRASIL, 2010). Essas plantas sdo usadas desde a antiguidade e atualmente continuam sendo
utilizadas por grande parte da populacdo mundial, como um recurso medicinal alternativo
para o tratamento de diversas enfermidades. Dessa forma, essas plantas representam para
muitas comunidades um recurso mais acessivel em relacdo aos medicamentos alopéaticos
(BARATA, 2005; BEVILACQUA, 2010; TOSCANO RICO, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, cerca de dois bilhGes de pessoas no
mundo utilizam a medicina popular baseada na extracdo de principios ativos das plantas no
tratamento de doengas (SMITH-HALL et al., 2012). Como existe uma vasta variedade de
plantas com possivel potencial farmacoldgico, identifica-las torna-se uma tarefa dificil. Uma
maneira de fazé-lo é baseando na etnofarmacologia, que consiste na selecdo de plantas

consideradas como medicinais por algum grupo étnico (MACIEL et al., 2002).

2.2 Uso da Jatropha curcas L. na medicina popular

Dentre as plantas com potencial medicinal estd a Jatropha curcas L. conhecida
popularmente como pinhdo manso. Popularmente, essa espécie apresenta potencial anti-
séptico, anti-parasitario, anti-cancer, anti-inflamatorio, entre outros, sendo utilizada no
tratamento de queimadura, convulsdes, febre, pneumonia, inflamacdo, laxante, doencas de
pele, colicas, cicatrizante, diurético, diarréia e reumatismo (VILLEGAS et al.,1997;
OSONIY1 e ONAJOBI, 2003; DEBNATH e BISEN, 2008).

A ampla utilizacdo do pinhdo manso na medicina popular despertou a curiosidade dos
pesquisadores em relagdo aos compostos presentes nessa espécie. Recentemente, alguns
trabalhos tém demonstrado a presenca de metabdlicos secundarios com varios efeitos
farmacoldgicos. As folhas, frutos, latex e casca contém glicosideos, taninos, fitoesterois,
flavonoides e saponinas esterdides, que exibem amplas propriedades medicinais com
potencial terapéutico antimicrobiano, anti-inflamatorio, anticancerigeno, antioxidante
eantifungico (DEBNATH e BISEN, 2008; RATHEE et al., 2009; AYANBIMPE et al., 2009).



Dentre todos 0s bio-compostos presentes nessa planta, esse trabalho tem interesse particular

no latex.

2.3 Latex de J. curcas L.

O latex representa um conteddo citoplasmatico de um sistema de células
especializadas conhecidas como laticiferos (AZZINI et al., 1998). E composto por uma
enorme variedade de substancias tais como: proteinas, terpenos, carbonatos, alcaldides,
vitaminas, carboidratos, lipidios e aminoacidos (DOMSALLA e MELZIG, 2008). O aspecto
do latex varia de acordo com sua composicdo quimica (MARCHIORI, 2004), podendo ter
aspecto leitoso (Hevea brasiliensis), amarelado (Sorocea banplandii, Jatropha curcas) ou
avermelhado (Croton urucurana).

Independente do aspecto, o latex tem como funcdo a defesa das plantas contra
herbivoros e outros patdgenos,através da cobertura dos tecidos danificados eexcre¢do de
metabolitos residuais (KONNO, 2011). Em relacdo as propriedades medicinais exploradas
pelo homem, o latex de pinhdo manso tem sido avaliado em relacéo a atividade anticacerigena
(LANS, 2001); atividade antimicrobiana (THOMAS, 1989); atividade cicatrizante (NATH,
1992); atividade coagulante (OSONIYI e ONAJOBI, 2003) e também na proliferacdo de
células T (VAN DEN BERG, 1995). Para melhor compreensdo do potencial farmacol6gico do

latex dessa espécie, sera apresentada a seguir as caracteristicas gerais da planta.

2.4 Caracteristicas botanicas do pinhdo manso

J. curcas é um arbusto de crescimento rapido, cuja altura normal é dois a trés metros,
podendo alcancar até cinco metros em condi¢des especiais (DIVAKARA et al., 2010). As
caracteristicas morfoldgicas da espécie sdo descritas a seguir e ilustradas na Figura 1. O
didmetro do tronco é de aproximadamente 20 cm, com raizes curtas e pouco ramificadas,
caule liso, de lenho mole e medula desenvolvida, mas pouco resistente. O tronco € dividido
desde a base, em ramos, com numerosas cicatrizes produzidas pela queda das folhas na
estacdo seca, as quais ressurgem logo apos as primeiras chuvas. As folhas sdo verdes, esparsas
e brilhantes, largas e alternas, em forma de palma com trés a cinco I6bulos e pecioladas, com
nervuras esbranquicadas e salientes na face inferior. A espécie € mondica, apresentando na

mesma planta, sexos separados. As flores sdo amarelo-esverdeada com predominancia de



flores masculinas que se formam nas extremidades das ramificacbes diferenciadas pela
auséncia do pedunculo. As femininas sdo encontradas ao longo das ramificacfes e largamente
pedunculadas (HELLER, 1996; DOMERGUE e PIROT, 2008). O fruto é capsular ovoide,
com didmetro de 1,5 a 3,0 cm e trilocular, com uma semente em cada cavidade, formado por
um pericarpo ou casca dura e lenhosa, indeiscente, inicialmente verde, passando a amarelo,
castanho e por fim preto, quando atinge o estadio de maturacdo. O fruto apresenta peso
variando entre 1,5 e 2,8 g, sendo que cerca de 53 a 62% do peso do fruto equivale as sementes
e de 38 a 47% a casca. As sementes, quando secas, medem entre 1,5 e 2 cm de comprimento e
entre 1,0 e 1,3 cm de largura. O tegumento € rijo e quebradico, de fratura resinosa. Debaixo
do invélucro da semente existe uma pelicula branca cobrindo a améndoa, o albimen é
abundante, branco, oleaginoso, contendo o embrido provido de dois largos cotilédones
(HELLER, 1996; DOMERGUE e PIROT, 2008).

Figura 1. Desenho botanico de J. curcas: A) ramo com folhas e flores, B) galho, C) corte de
folha, D) flor feminina, E) flor masculina, F) corte transversal do fruto, G) fruto interiro, H)
corte longitudinal do fruto, 1) semente (Fonte: HELLER, 1996)



2.5 Descricao da espécie

O pinhdo manso pertence a familia Euphorbiaceae que apresenta ampla distribuigéo
geogréfica e tem maior diversidade em regibes tropicais, essa familia reline arvores, arbustos
e lianas, algumas suculentas e de aspecto cactdide (JUDD et al., 2009). A familia é
representada por 317 géneros e cerca de 7.500 espécies. Representa uma das principais
familias da flora brasileira com cerca de 70 géneros e 1.000 espécies, sendo uma das mais
complexas do ponto de vista taxondmico (SOUZA e LORENZI, 2008).

As espécies do género Jatropha, estdo entre as mais representativas da familia
Euphorbiaceae, com aproximadamente, 170 espécies, distribuidas nas regibes tropicais e
subtropicais da Africa e Américas (CRONQUIST, 1981; KRISHNAN e PARAMATHMA,
2009). No Brasil a espécie estd distribuida em todos os dominios fitogeogréficos, sendo
encontrados em quase todos os biomas (CORDEIRO e SECCO, 2012). Apesar dessa ampla

distribuicdo, existe discussao a respeito de sua origem.

2.6 Centro de origem e distribui¢do do pinh&do manso

A origem do pinhdo manso ainda é controversa, porém ha estudos que indicam as
Américas do Sul e Central como centros de origem. Possivelmente nativa da América
Tropical, essa espécie é encontrada em abundancia em grandes partes de regibes
intertropicais, sendo introduzida provavelmente nessas regides pelos navegadores portugueses
nas ilhas de Cabo Verde e em Guiné e seu cultivo expandido por varios paises (ARRUDA et
al., 2004; CACERES et al., 2007).

Segundo Openshaw (2000), a espécie esta distribuida, principalmente, nas Américas,
Africa e parte da Asia, sendo largamente cultivada no México, Nicaragua, Tailandia e partes
da India. No passado, o arquipélago de Cabo Verde foi importante produtor e exportador das
sementes da espécie para Portugal. Atualmente, cultivos tém sido promovidos por
organizagbes governamentais e nio-governamentais no sul da Africa, Brasil, Mali e Nepal e
em outros paises através da iniciativa privada. No Brasil, segundo Arruda et al. (2004) e
Saturnino et al. (2005), sua distribuicdo geogréfica é bastante vasta, devido a sua rusticidade,
resisténcia a longas estiagens, sendo adaptavel a condi¢Ges edafoclimaticas muito variaveis,

desde a regido Nordeste, Sudeste e o estado do Parana.



2.7 Importancia econdmica

O principal interesse econdmico da cultura de pinhdo manso est4 associado ao uso do
6leo contido nas sementes para a producdo do biodiesel (CONTRAN et al., 2013). J& o
interesse na producdo comercial do pinhdo manso no Brasil surgiu a partir da implantagdo do
Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnoldgico de Biodiesel (PROBIODIESEL) que
tem como objetivo atender a demanda por combustiveis de fontes renovaveis, gerando
empregos e renda na agricultura familiar, aléem de contribuir para a economia de divisas
(BRASIL, 2007). Outro fator que contribuiu para esse interesse foi a lei n°® 13.033, de 24 de
setembro de 2014, que dispde da adicdo obrigatoria de biodiesel ao 6leo diesel comercializado
para o consumidor final (SANTOS et al., 2008).

Além do uso na producdo do biodiesel, esse arbusto também ¢é utilizado para outros
usos secundarios como o0 uso do 6leo para a iluminacdo ou aguecimento de alimentos,
biopesticida, cerca — viva e como fonte de matéria organica. E como discutido anteriormente
0 pinhd manso tem despertado interesse da comunidade cientifica, pois apresenta alto
potencial farmacoldgico. Trabalhos relatam a presenca de varios compostos bio-ativos, sendo

importante sua caracterizacao e estudo do seu efeito biolégico (THOMAS et al., 2008).

2.8 Importancia da caracterizacao fisico-quimica

Antigamente, os metabdlicos secundarios eram considerados apenas como produto de
excrecdo do vegetal. No entanto, atualmente sabe-se que muitas dessas substancias
apresentam atividade farmacoldgica (SIMOES et al., 2007). Estudos que caracterizem fisico-
quimicamente as plantas sdo necessarios, pois fornecem informagdes relevantes sobre a
presenca desses metabdlicos, para que se possa chegar ao isolamento de principios ativos
necessarios para a producdo de novos fitoterapicos (SILVA et al., 2010). Métodos como a
prospeccao fitoquimica sdo importantes, pois possibilitam uma varredura inicial de baixo
custo, principalmente quando se trata de espécies com perfil fitoquimico ndo explorado e
pertencente a biomas com ampla importancia para a conservagdo da biodiversidade (BESSA
etal., 2013).

A andlise fisica, tal como a analise termograviométrica, sdo importantes porque
avaliam a degradacgéo térmica das substancias e revelam se ha ocorréncia de decomposicao
precoce e menor estabilidade térmica de um composto (AZWA et al., 2013). A espectroscopia

de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) pode ajudar na identificacdo dos



diferentes compostos presentes no latex e é muito utilizada na identificacdo de materiais em
polimeros. Ambas as técnicas citadas anteriormente ajudam a definir a aplicacdo da
substancia (BAHNG et al., 2009).

2.9 Importéncia da avaliacdo genotoxica e antigenotoxica

Com o conhecimento do perfil fitoquimico e das possiveis atividades farmacologicas
dos metabolitos secundarios presentes no latex, outra questdo a ser respondida se diz respeito
ao potencial toxico. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), exige
a avaliagéo da toxicidade de qualquer substancia antes do seu uso e comercializagdo. 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 sua genotoxicidade. Agentes
genotoxicos podem ser quimicos, fisicos ou bioldgicos, e sdo classificados como substancias
que causam alteracGes permanentes na sequéncia de nucleotideos do DNA (RIBEIRO, 2003;
NELSON e COX, 2011). A deteccdo de agentes genotdxicos é de extrema importancia para a
identificacdo de mutagénicos a fim de diminuir a exposicdo a eles (RIBEIRO, 2003; IKUMA
et al., 2006; JEONG et al., 2006; VIJG, 2008).

Os testes de genotoxicidade sdo realizados com o intuito de avaliar os agentes
potencialmente danosos, identificando compostos com potenciais mutagénico, carcinogénico
ou teratogénico. A principal funcdo desses testes € de avaliar a potencialidade dos agentes de
induzirem algum tipo de mutacdo nas células somaticas ou alteracdes que possam ser
transmitidas as geracbes futuras por meio dos gametas, usando células ou organismos. Os
comités internacionais de regulamentacdo recomendam diferentes tipos de testes de
genotoxicidade, os mais utilizados sdo aqueles que detectam efeito mutagénico, como:
alteracbes moleculares, pequenas delecdes, recombinacdes mitéticas ou alteracBes
cromossémicas detectadas ao microscépio (SILVA e FONSECA, 2003).

Em contrapartida, encontram-se substancias naturais ou sintéticas conhecidas por
agente antigenotdxicos ou antimutagénicos, que protegem o DNA do dano (WATERS et al.,
1996). A antigenotoxidade inclui a inibicdo de absorcdo e ativacdo de substancias
cancerigenas, a detoxificacdo de carcinogénicos, o bloqueio da ligacdo carcindgeno-DNA e a
otimizacdo de reparo do DNA (NAMASIVAYAM, 2011).

Para o registro de novos farmacos, as agencias regulatorias recomendam a realizacéo

desses ensaios para predizer seus eventuais efeitos carcinogénicos em humanos (ANVISA,



2013). Assim a selecéo de testes a serem utilizados é de fundamental importancia para o seu
sucesso. Nesses testes podem ser utilizados amostras de agua, solo, ar, produtos quimicos e
material biologico (VILLELA et al., 2003). Esses ensaios podem ser realizados em diferentes
componentes celulares, tanto em procariotos como em eucariotos e podem ser de longa ou
curta duracdo. Dentre os ensaios de curta duracdo destaca-se o teste de microndcleo em
celulas de roedores (HAYASHI et al., 2000; ROTHFUSS et al., 2011).

2.9.1 Teste de micronucleo in vivo

Os micronucleos sdo pequenos corpos contendo DNA e localizados no citoplasma
(Figura 2), sdo formados por partes de cromossomos acéntricos e ou Cromossomos inteiros
gue se atrasam durante a anafase e ndo séo incluidos no nucleo da célula durante o processo
de divisdo celular (Figura 3). Essa caracteristica faz com que qualquer fragmento ou

cromossomo inteiro separados do ndcleo principal forme um pequeno nucleo localizado no

citoplasma celular, o que é considerado um micronucleo (RIBEIRO, 2003).

Figura 2. Observacdo de eritrocitos policromatico micronucleado (indicado pela seta) em
esfregaco de medula déssea de camundongos. (Imagem obtida por cdmera ndo acoplada ao
microscopio).
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Figura 3. Formagdo da célula micronucleada contendo fragmento cromatidico. A indugdo ao
dano. Esquema desenvolvido segundo Ribeiro (2003), em PowerPointe2007.

O teste de micronucleo in vivo utilizando roedores é amplamente aceito pelas agéncias
internacionais e instituicbes governamentais como parte dos testes recomendados para
estabelecer 0 uso e registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos. E utilizado para a
deteccdo de agentes clastogénicos, que quebram cromossomos e de agentes aneugénicos, que
induzem aneuploidia ou segregacdo anormal (MCGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al.,
1994; CHOY, 2001).

Esse teste foi originalmente desenvolvido em eritrocitos de medula 6ssea de roedores
como método simples de se detectar danos, devido a facilidade de visualizacdo do
micronucleo (MN), que permanece no citoplasma dos eritrocitos imaturos (ou policromaticos
— PCE) ap6s a ultima divisdo celular (SCHMID, 1975). O aumento da frequéncia de
eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE’s) ¢ indicativo da ocorréncia de danos

cromossémicos (KRISHNA e HAYASH, 2000).
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta pesquisa foi realizar um levantamento sobre o atual conhecimento
cientifico sobre a espécie Jatropha curcas L., além de avaliar as propriedades fisico-quimicas

do latex e investigar o potencial genotoxico e antigenotoxico do latex de pinhdo manso.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir esse objetivo geral, foram realizados os seguintes objetivos especificos:

1.) Analise cienciométrica para avaliar tendéncias e lacunas no conhecimento cientifico sobre
a espécie J. curcas L;

2.) Caracterizacdo fisico-quimica do latex de pinhdo manso, por meio da analise de pH, da
prospeccdo fitoquimica, analise elementar, analise de espectroscopia de infravermelho por
transformado de Fourier; e ensaio de termogravimetria (TG).

3.) Ensaios bioldgicos para verificar o potencial genotoxico e antigenotoxico do latex de

pinhdo manso, por meio do teste de microndcleo em medula 6ssea de camundongos.
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CAPITULO 1

TENDENCIAS E LACUNAS NA LITERATURA CIENTIFICA GLOBAL SOBRE
JATROPHACURCAS L. (EUPHORBIACEAE), UMA PLANTA COM POTENCIAL
ECONOMICO

RESUMO

Jatropha curcas L., popularmente conhecida como pinhdo manso € uma espécie mondica,
lactifera e perene pertencente a familia Euphorbiaceae. Recentemente, o interesse cientifico
por esta espécie vem aumentando devido a capacidade dessa planta de: se desenvolver em
terras degradadas ou em solos de baixa qualidade; ao alto teor de Oleo de suas sementes;
propagacao facil; rapido crescimento; a identificagdo de varios metabolitos secundarios com
relevante potencial medicinal. O objetivo deste estudo foi relatar as principais tendéncias e
lacunas da literatura cientifica mundial sobre J. curcas L utilizando a andlise cienciométrica.
Neste estudo foi realizada uma analise da literatura mundial tentando identificar: 1.) as
tendéncias temporais de publicacdo; 2.) a qualidade da producdo cientifica estimada pelo
nimero de citacbes e fator de impacto das revistas; 3.) as principais revistas e paises
interessados no tema e a linguagem da divulgacdo cientifica; 4.) os principais campos de
estudos; 5.) A utilizacdo de espécie selvagem ou comercial; e 6.) autoria média e rede de
colaboragdo. Como resultado, observou-se um aumento continuo em ambos 0s pardmetros
guantitativos e qualitativos nos estudos sobre J. curcas. As principais tendéncias em estudos
de pinhdo-manso foram a producdo de biocombustiveis e estudos sobre a agronomia. As
principais lacunas no conhecimento sobre J. curcas foram associados com a silvicultura e
sustentabilidade, nutricdo animal e melhoramento genético. Outro problema identificado neste
estudo foi a falta de sementes comerciais, todos os artigos de investigados usaram sementes
ndo comerciais. Em relacido a producdo cientifica, india, Brasil e China juntos foram
responsaveis por 55% dos artigos publicados sobre o tema. Além disso, observou-se
moderada colaboracéo internacional entre os paises, talvez como consequéncia do conflito de
interesse. Apesar do aumento no nimero de artigos sobre J. curcas, alguns paises pararam de
cultivar pinhdo manso, e a produgdo mundial dessa cultura esta diminuindo.

Palavras-chave: Biocombustivel, Potencial farmacoldgico, Oleaginosa, Euphorbiaceae,

Cienciometria.
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1 INTRODUCAO

Jatropha curcas L., popularmente conhecida como pinhdo manso, é uma espécie
laticifera, perene e mondica pertencente a familia Euphorbiaceae (LAVIOLA et al., 2015). De
acordo com uma recente revisdo da literatura, muitos autores consideram a J. curcas como
uma das oleaginosas mais promissoras para a producdo de biocombustiveis (CONTRAN et
al., 2013; DIAS et al., 2012). As caracteristicas dessa planta que as tornam excelentes para
producdo de biocombustiveis sdo: 1) o alto teor de 6leo contido nas sementes e a facilidade na
extracdo do mesmo (JONGSCHAAP et al., 2007); 2) a incrivel adaptabilidade dessa espécie
para sobreviver em solos de baixa qualidade (ACHTEN et al., 2010; CONTRAN et al., 2013);
3) facil propagacdo, crescimento rapido,e robustez. Além da producdo de combustiveis, J.
curcas vem sendo utilizada para aplicacbes médicas, no reflorestamento de areas degradadas,
na nutricdo animal, na producdo de sabdo e outras finalidades. Dentre essas diferentes
utilizacdes, recentemente, o potencial medicinal tem despertado a atencdo dos pesquisadores
no meio cientifico (SHAHINUZZAMAN et al., 2016, SHARMA et al., 2016, THOMAS et
al., 2008). Sabe-se que folhas, frutos, latex e casca contém glicosideos, taninos, fitoesterdis,
flavonoides e sapogeninas esterdides que apresentam propriedades medicinais muito variadas
(DEBNATH e BISEN, 2008).

As caracteristicas acima descritas tem impulsionado a producdo de J. curcas. De
acordo com a Agéncia “Global Exchange for Social Investment” (GEXSI) estima-se que a
producdo mundial deste cultivar foi de 12,8 milhdes de hectares em 2015 (DEVAPPA et al.,
2012). Apesar desta estimativa de crescimento na producédo, o cultivo de J. curcas ainda é
uma incerteza para os produtores, visto que essa planta ainda ndo foi domesticada e apresenta
um desempenho produtivo varidvel. Ainda existem poucas informacbes sobre o seu
metabolismo e biologia geral, 0 que gera muitas duvidas sobre o melhor método de cultivo.
Dessa forma, o cultivo em larga escala dessa espécie € um negécio arriscado (ACHTEN et al.,
2010; BEHERA et al. 2010).

Este estudo esta particularmente interessado em relatar as principais tendéncias e
lacunas da literatura cientifica global sobre a espécie J. curcas, usando como ferramenta a
analise cientométrica. Os estudos cientométricos utilizam andlises quantitativas para
identificar irregularidades, padrbes ou tendéncias que possam existir em publicacbes de um
dado campo de pesquisa cientifica (MELO et al., 2006). Foram analisados trabalhos

publicados em revistas cientificas de 1991 a 2015. Esta analise cienciométrica avaliou: 1.) as
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tendéncias da publicacdo temporal; 2.) a qualidade da producdo cientifica estimada pelo
numero de citacGes e fator de impacto das revistas; 3.) os principais periddicos e paises
interessados no tema; 4.) a linguagem de divulgacdo cientifica; 5.) os principais campos de
estudos; 6.) a utilizacdo de espécies nativas ou comerciais; 7.) a rede de colaboragfes para
execucdo de pesquisas. Curiosamente, nossos resultados mostraram que o conhecimento
cientifico que vem sendo produzido sobre pinhdo manso estd em crescimento, enquanto que a

producdo mundial dessa cultura esta diminuindo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos dados

A busca dos dados foi realizada no banco de dados da Thomson Reuters (ISI-Web of
Knowledge). Esse banco de dados € reconhecido como o maior e mais completo banco de
indexacdo da literatura cientifica e técnica mundial.

A analise dos dados foi restrita a artigos publicados de 1991 a 2015. Os dados
referentes ao ano de 2016 foram excluidos da analise porque a aquisi¢do para este ano ainda
ndo estava completa. Os dados referentes aos anos anteriores a 1991 também ndo foram
considerados, porque 0s resumos eletrdnicos ndo estdo disponiveis na base de dados ISI, o
que inviabilizaria a analise do artigo. O fator de impacto para cada revista foi obtido no

Journal Citations Reports (JCR) para o ano de 2015.

2.2 Estratégias de pesquisa e analise de artigos

Foram utilizadas as seguintes palavras na busca por artigos "Jatropha curcas" OU "physic
nut". Foram pesquisados documentos que continham essas palavras no titulo, ou no resumo
ou nas palavras-chave. Foram identificados os seguintes aspectos: 1) nimero de artigos; 2)
ano de publicacdo; 3) numero de citaces; 4) fator de impacto da revista; 5) nome do
periddico; 6) linguagem utilizada na divulgacao do artigo; 7) tipo de artigo (revisao, artigo de
pesquisa, procedimentos, resumo de congresso e outros); 8) numero de autores; 9) origem do

primeiro autor; 10) o campo do estudo; 11) uso de espécies comerciais ou nativas.

2.3 Analise estatistica dos dados

Para avaliar a tendéncia de publicacdo, foi realizada uma correlacdo de Pearson entre o
namero de artigos e 0 ano de publicacdo. Neste teste, valores positivos para r indicam um
aumento no numero de artigos ao longo dos anos, enquanto que os valores negativos de r
indicam uma diminuicdo no numero de publicacdes. O valor de significancia foi obtido
através do teste de Monte Carlo com 999 aleatorizagbes. Foram considerados valores
significativos de p<0,05. Esta analise foi realizada utilizando o programa R 3.2.2 (R CORE

TEAM, 2013). O fator de impacto e o nimero de citagdes foram avaliados utilizando
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estatisticas descritivas (por exemplo, média e coeficiente de variagdo). Para a rede de
colaboracéo obteve-se, para cada trabalho, a nacionalidade de todos os autores. A seguir foi
construida uma matriz binaria contendo os nomes dos paises envolvidos em cada artigo. O
método utilizado para estimar a rede de colaboragGes entre os paises foi 0 método de distancia
usando o indice de Jaccard. Os pacotes igraph foram usados no programa R para visualizar a
rede de colaboracdes (CSARDI e NEPUSZ, 2006).Para facilitar a visualizagcdo da rede de
colaboragbes, foram selecionados os 25 paises com maior numero de colaboragdes. Além
disso, a importancia de cada pais foi estimada pelo grau de centralidade (GC). O grau de
centralidade de um pais (GCi) € uma medida do nimero de ligag¢bes (bordas) que o pais tem.
O GCi é dividido pelo nimero de paises menos um para calcular o grau de centralidade
relativo do pais (GCRi). A importancia de cada pais foi indicada no grafico de rede de
colaboragbes por tamanhos diferentes das esferas representativas de cada pais
(KOSCHUTZKI et al., 2005).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a busca bibliografica no banco de dados identificou um total de 2.303
artigos publicados sobre pinhdo manso de 1991 a 2015. Desse total, 333 artigos foram
excluidos porque ndo eram artigos completos e 233 artigos foram excluidos porque néo
abordavam o tema. Finalmente, 1.737 artigos permaneceram na pesquisa e serviram de base
para desta pesquisa. Em uma andlise geral, 0 nUmero de artigos sobre J. curcas L aumentou
significativamente ao longo do periodo do estudo (r = 0,691; p = 0,0001). A Figura 1 mostra
que até 2007 havia poucos artigos publicados por ano sobre esta espécie, e que 0 numero
aumentou rapidamente no periodo de 2010-2011. A seguir, em 2013, houve uma pequena
gueda na producdo e um retorno de crescimento em 2014. No total de 1.737 artigos
publicados, 1.262 foram publicados nos ultimos cinco anos, demonstrando que essa espécie
chamou a atencdo da comunidade cientifica apenas recentemente. Esse aumento na producéo
de artigos pode ser reflexo do incentivo financeiro por diferentes agéncias de fomento a
pesquisa governamental ou por grandes corporaces. Por exemplo, no Brasil houve um
incentivo especial do Conselho Nacional de Desenvolvimento Tecnoldgico e Cientifico
(CNPq) para pesquisas envolvendo espécies com potencial na producdo de biocombustiveis.
Entre 2007 e 2013, foram abertos nove editais especificos para incentivar as pesquisas de
biocombustiveis, com o investimento de mais de 25 milhGes de ddlares (MCT / CNPQ /
FNDCT 40/2013; 03/2010; 46/2009; 47/2008; 46/2008; 26 / 2008; 30/2008; 39/2007 e
31/2007).
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Figura 1. Numero de artigos sobre J. curcas publicados ao longo dos anos.
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Atualmente, na comunidade cientifica, o0 numero de cita¢cbes de um artigo e o fator de
impacto da revista no qual ele foi publicado s&o indicativos da qualidade da pesquisa
(VITZTHUM et al., 2010). O namero de citagdes mostra quantas vezes cada publicacéo foi
citada dentro de periodo de tempo. O fator de impacto é calculado com base na taxa de
citacdo média de todos os artigos contidos em uma determinada revista. Como resultado dessa
pesquisa, 0 numero de citacbes de artigos sobre J. curcas variou de 0 a 478. Sendo que a
maioria dos artigos apresentou entre dez e vinte citagdes (Figura 2A). Sabe-se que o nimero
de citacOes depende do ano de publicacdo, onde, os artigos mais antigos tendem a ter mais
citacbes (YU e LI, 2007). Assim, espera-se que o0 numero de citacdes sobre J. curcas L
aumente nos proximos anos, uma vez que 0 maior interesse cientifico pela espécie iniciou
apos 2010.

Em relacdo ao fator de impacto, os periddicos analisados variaram de 0,01 a 21,0
(Figura 2B), com a maior frequéncia entre 0,5 e 1,0. O nimero da citacdo e a analise do fator
de impacto indicaram que a pesquisa sobre J. curcas L é publicada em revistas de boa
comunicacao cientifica.

Outra questdo que este estudo respondeu foi sobre a disseminagédo de informagdes com
base na escolha da linguagem escrita. Dos 1.737 artigos analisados, 1.610 foram escritos em
inglés, 106 em portugués, 11 em espanhol, 4 em francés, 3 chineses, 2 em polonés e 1 em

alemdo. O maior nimero de artigos escritos em inglés facilita a dissemina¢do da informacao.
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Figura 2. A qualidade da pesquisa inferida pelo nimero de citacBes dos artigos e fator de
impacto dos jornais. A) distribuicdo do numero de citagBes, B) distribuicdo do fator de
impacto dos jornais.

Para facilitar a visualizacdo, a Figura 3 mostra apenas o nome das revistas com mais
de dez artigos publicados sobre J. curcas. A revista com maior nimero de publicacdes foi a
Biomass and Bionergy, com 90 artigos publicados. Seguidos das revistas: Industrial Crops
and Products, Fuel, Bioresource Technology, Energy Conservation Management e Semina
Ciéncias Agrarias. O principal escopo das revistas acima citadas € a producdo de energia
sustentavel. Em menor escala, estio mostradas na Figura 3, as areas do conhecimento da
producdo cientifica analisada. Como resultado, existe uma maior producgédo de artigos sobre
combustiveis e agronomia. Ambos os dados obtidos na Figura 3 revelam que o maior
interesse sobre J. curcas é a producdo de biodiesel. Dessa forma, essa espécie parece ser a
alternativa promissora para a producdo de energia. Com o aumento dos pregos do petroleo, as

preocupacdes com as mudancas climéticas e as reservas limitadas de combustiveis fosseis, a
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semente de J. curcas L vem ganhando importancia como promissora oleaginosa para
producdo de biocombustivel. Como vantagem, essa espécie apresenta o fato do odleo
produzido ndo competir com as reservas de 6leo comestivel, como € o caso de outras espécies.
Além disso, o 6leo de J. curcas L tem maior estabilidade a oxidacdo do que o 6leo de soja;
menor viscosidade que o 6leo de mamona; e menor ponto de fluidez que outras palmeiras
(BAILIS e MCCARTHY, 2011). Outra vantagem € que o 06leo bruto de J. curcas L é rico em
acidos oléico e linoléico insaturados, o que facilita a oxidacdo e permite que ele permaneca
fluido a temperaturas mais baixas. O 6leo de J. curcas L também tem baixa quantidade de
acidos graxos livres, o que melhora a sua capacidade de armazenamento. Além disso, o baixo
teor de enxofre torna a combustdo desse 6leo menos nociva ao ambiente. Todas essas
caracteristicas juntas tornam o 6leo de pinhdo manso altamente adequado para a producédo de
biodiesel (BRITTAINE e LUTALADIO, 2010).

Em relagdo ao potencial econémico, o preco de mercado por tonelada de éleo bruto de
J. curcas L (98,5% de pureza) € 0 mesmo que o0 6leo de soja (99,9% de pureza), ou seja, cerca
de 360 ddlares (DIAS et al., 2012). Outro estudo recente mostrou que o biodiesel extraido de
sementes de J. curcas L poderia produzir quilowatts de eletricidade com menor custo quando
comparado ao diesel (RAHEMAN e PADHEE, 2016). Apesar deste potencial econdmico,
pouco se sabe sobre J. curcas L, e ha uma série de desafios a serem superados.
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Figura 3. Nome das revistas que publicaram artigos sobre J. curcas. O grafico mostra a
distribuicdo do numero de artigos por revista, sendo mostrado apenas 0 nome das revistas
com mais de 10 artigos publicados. Em menor tamanho, a analise da area de conhecimento de

cada publicacéo.

Outro objetivo da andlise da &rea de conhecimento dos artigos publicados foi

identificar algumas lacunas no conhecimento

sobre J. curcas L. A Figura 3 mostra que

existem poucos artigos sobre silvicultura e sustentabilidade, nutricdo animal e melhoramento

genético. Dessa forma, pouco se sabe sobre os impactos do aumento da area plantada de J.

curcas L no meio ambiente e seu efeito sobre os recursos hidricos e a biodiversidade. Além

disso, ha poucos estudos de reflorestamento, sustentabilidade e conservagédo desta espécie.
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Na nutricdo animal, ha alguns artigos que relatam o uso do pinhdo manso como
formulacdo de racdo, ja que a farinha resultante da extracdo do 6leo é rica em proteina (30-
32% da proteina bruta total) e aminoacidos essenciais (MAKKAR et al., 1997). No entanto,
apesar da alta quantidade de proteinas, existe nesse bolo protéico a presenca de compostos
toxicos que poderia levar & morte dos animais. Estudos mostraram que doses agudas de 2,5
gramas de semente por kilograma de peso corporal do animal por dia, e doses cronicas de
0,025 gramas de semente por kilograma de peso corporal por dia resultaram na morte de todos
animais testados ao longo de 14 dias (MENDONCA, e LAVIOLA, 2009). Assim, seria
interessante identificar variedades ndo téxicas de J. curcas L para usar suas sementes com
seguranca na nutricdo animal e aumentar o valor dos bioprodutos extraidos de pinhdo manso.

Existem muito poucos trabalhos sobre o melhoramento genético de J. curcas L em
comparacdo com outras culturas oleaginosas, tais como soja, algoddo, amendoim e girassol
(FREITAS et al., 2011; ROCHA et al., 2012; BHERING et al., 2013; SHABANIMOFRAD et
al., 2013; FREITAS et al., 2015). Ainda, a maioria dos trabalhos de melhoramento genético
de pinhdo manso, ndo utiliza alto numero de réplicas e nem leva em consideracdo 0s
diferentes estagios da planta. Sem a melhora nos tragcos genéticos dessa espécie, a producédo
em larga escala de J. curcas L continuara inviavel.

Pensando nisso, também foi avaliado nesse trabalho o nimero de artigos cientificos
que foram realizados utilizando cultivares comerciais de J. curcas. Como resultado ndo foi
encontrado artigos publicados com sementes comerciais. Isto significa que todos os artigos
publicados até o momento utilizaram plantas selvagens ou plantas melhoradas, porém ainda
ndo comercializadas. Na verdade, ap6s pesquisa em sites na internet, foi encontrado apenas
um cultivar comercial, JCL Max3TM Elite HYV (produto proprietario da ACJP:
www.jatrophabiodiesel.org), produzido na India. A falta de sementes melhoradas
geneticamente leva ao uso de plantas silvestres. O uso de plantas silvestres dificulta a
predicdo de rendimentos comerciais devido a grandes variacBes genéticas e pouca
uniformidade, falta de conhecimento da biologia reprodutiva e pouca informacdo sobre a
interacdo do gendtipo e do ambiente. Assim, ainda ha sérios riscos na decisdo de plantar
extensas areas devido a falta de gendtipos melhorados.

Outro aspecto analisado neste artigo foram o0s principais paises interessados na
producdo de J. curcas L. A Figura 4 mostra o pais do autor correspondente. O maior nimero
de trabalhos cientificos sobre o pinhdo manso foi publicado pela india, com 394 artigos

(22,7%). A segunda nagdo que mais publicou artigos sobre pinhdo manso foi o Brasil, com


http://www.jatrophabiodiesel.org/
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300 artigos (17,3%). A China ficou em terceiro lugar com 255 artigos (14,7%). O restante, ou
seja, 788 artigos foram publicados por 69 paises diferentes (45,3%). Assim, India, Brasil e
China sdo responsaveis por aproximadamente 55% da producéo cientifica sobre essa espécie.
Abaixo foi feito levantamento da situacdo comercial atual dessa espécie nesses paises.

Atualmente, a India possui cerca de 630 mil hectares plantados de J. curcas, e é o
maior produtor mundial (Advanced Biofuel Center, 2016).0 governo indiano investiu em
programas de distribuicdo de sementes aos agricultores, instalacdo de micro-refinarias e
compra de producdo a precos pré-estabelecidos. Essa iniciativa governamental resultou na
geracdo de emprego e aumento da producdo de energia renovavel na India. Contudo, como
esses programas foram financiados pelo governo, ndo se sabe se 0 mesmo é auto-sustentavel e
por quanto tempo ele vai durar (BRITTAINE e LUTALADIO, 2010).

No Brasil, a area plantada em 2008 foi de 15 mil hectares (GEXSI, 2008). Acreditava-
se, em 2008, que a producdo de J. curcas iria aumentar significativamente nos anos
seguintes. Sendo previsto uma producdo de 12,8 milhdes de hectares para 2015. Contudo, a
atual realidade é muito diferente dessa previsdo. Hoje a Associacdo Brasileira de Produtores
de pinhdo manso (ou ABPPM), fundada em setembro de 2007, esta fechada e a producéo de J.
curcas em grande escala é inexistente no pais. As provaveis razfes para isso sdo: 1) os altos
custos de implementacdo, manutencdo e colheita; 2) a variacdo da qualidade do 6leo e do teor
de Oleo presente nas sementes; 3) o fruto ndo amadurecer uniformemente; 4) a alta incidéncia
de pragas e doencas (LAVIOLA e DIAS, 2008; RUBIO et al., 2013; VERONESI et al.,
2012). Além disso, a maior parte dos cultivares de J. curcas séo toxicos, o que torna o bolo de
semente inadequado para utilizacdo como alimento para o gado e pode representar um perigo
para a seguranca humana. Além dessas fraquezas, a remuneracdo média oferecida aos
fazendeiros pelas refinarias € muito baixa. No cenario geral, o conhecimento brasileiro da
cultura é extremamente limitado e é evidente a necessidade de desenvolver novas pesquisas.
A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuédria (EMBRAPA) tem mantido sua pesquisa
sobre 0 pinhdo manso, uma vez que esta espécie é promissora, mas muitos anos de pesquisa
sd0 necessarios para que ela se torne uma realidade comercial. Até o momento, ha pouca
informacdo sobre o programa de melhoramento, formas de propagacdo e plantio,
estabelecimento de sistemas de manejo, em particular o tratamento de pragas e doencas para
plantacbes comerciais e técnicas de colheita. Para o futuro, talvez J. curcas participe de
biocombustiveis produzidos comercialmente no Brasil, que é um pais considerado exemplo de

utilizacdo de biocombustiveis. O governo brasileiro utiliza isenc¢6es fiscais como instrumento
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de politica para a promo¢do de biocombustiveis. Por exemplo, a lei n° 13.033, de 24 de
setembro de 2014, que estabeleceu a adicdo obrigatdria de 7% de biodiesel ao 6leo diesel
vendido aos consumidores em todo o pais. Apesar deste alto incentivo na producdo de

biodiesel, o pinhdo manso foi muito pouco utilizado para producédo de biodiesel.
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Figura 4. Analise das distribuicGes geogréaficas e da rede de colaboracdo entre autores: A)
mostra 0 numero de publicacbes por pais (utilizando dados do autor correspondente);
B)mostra a média de autores por artigo; C) mostra a rede de colaboracdo internacional.

A cooperacdao em pesquisa foi avaliada pela média de redes de colaboracdo e de
autoria. A Figura 4B mostra que a maioria dos artigos foi escrita por 2 a 8 autores. A Figura
4C mostra a rede de colaboracdo internacional entre autores de diferentes paises. Os paises
com maior numero de colaboracdo foram: Burkina Faso, Bélgica, Indonésia, Suica e EUA. Na
comunidade cientifica, as colabora¢des internacionais tendem a aumentar quando ha
convergéncia de questbes e interesse comum. No entanto, € comum conflito de interesse em
temas que envolvem negdcios de alto valor. Os resultados obtidos nesse trabalho mostrou
baixa colaboracéo internacional na producéo de artigos sobre J. curcas, o que pode ser reflexo

de conflito de interesse.
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4 CONCLUSAO

Em resumo, todas as abordagens cienciométricas utilizadas neste trabalno mostraram
um continuo aumento nos parametros quantitativos e qualitativos nos estudos sobre o pinhao
manso. Além disso, este trabalho também mostrou que as principais tendéncias nos estudos de
J. curcas sdo relacionados com a producdo de biocombustiveis. Outro objetivo deste estudo
foi identificar algumas lacunas no conhecimento sobre J. curcas. A analise mostrou pouca
informacdo sobre silvicultura e sustentabilidade, nutricdo animal e melhoramento genético.
Outro problema identificado neste estudo € a falta de sementes comerciais, uma vez que em
todos os estudos foram utilizadas sementes ndo comerciais. O uso de plantas silvestres
dificulta a predicdo de rendimentos comerciais devido a grandes variacGes genéticas e pouca
uniformidade, falta de conhecimento da biologia reprodutiva e pouca informacdo sobre a
interacdo do genGtipo e do ambiente. Em relagéo a producéo cientifica, India, Brasil e China
juntos foram responsaveis por 55% dos conhecimentos obtidos sobre esta espécie. Além
disso, observou-se uma colaboracdo internacional moderada entre os paises, talvez como
consequéncia de conflitos de interesse. Apesar do aumento no namero de artigos sobre J.

curcas, houve uma diminuigdo na producdo mundial dessa espécie.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DO LATEX DE PINHAO MANSO (Jatropha

curcas L.)

RESUMO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais tem despertado o interesse da comunidade
cientifica em relacdo a sua composicdo quimica. O presente trabalho teve como objetivo
realizar uma caracterizacao fitoquimica e identificar alguns compostos presentes no latex de
Jatropha curcas L. As andlises realizadas mostraram que o pH do latex de pinhdo manso
variou de 2,60 a 2,70. As classes de metabdlitos secundarios identificados nesse material
foram: heterosideos antraquindnicos, flavondides e taninos. Esses metabdlitos sdo de interesse
farmacoldgico, pois apresentam acdo antioxidante, antiviral, antimicrobiana, antifangica, anti-
inflamatoria, antiulcerogenica, anticarcinogénico. N&o foram identificados alcalGides e
cumarinas no latex de pinhdo manso. A analise elementar mostrou que: 40% do latex de
pinhd0 manso sdo compostos de carbono, 4%de hidrogénio e 1% de nitrogénio.
Aproximadamente 54% dos compostos presentes no latex ndo foram identificados.
Comparando com outros, o latex de pinhdo manso apresenta um reduzido teor de carbono e
hidrogénio. Esses dados foram confirmados pela espectrometria de infravermelho, que
mostrou que o latex de pinhdo manso possui baixa quantidade ou auséncia de cis-1,4 poli-
isopreno. Este resultado justifica o aspecto vitreo do latex de pinhdo manso gquando
polimerizado, diferentemente do aspecto elastico da polimerizacdo de outros latex, tais como
o latex de mangabeira e seringueira. Ja analise termogravimétrica mostrou que o latex de
pinhdo manso é menos estavel termicamente que outros latex, com inicio de degradacdo a
45°C. Os dados obtidos nesse trabalho sugerem que apesar do pinhdo manso ser da mesma
familia botanica da seringueira, os latex produzidos pelas mesmas sdo completamente
diferentes em sua composicao, sendo necessarios estudos complementares para identificacéo,
isolamento e avaliacdo da atividade biologica dos compostos de interesse farmacoldgico.

Palavras-chave: Heterosideos antraquindnicos, Flavonoides, Taninos, Estabilidade térmica,

Espectroscopia no infravermelho.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas para fins medicinais tem despertado interesse da comunidade
cientifica pelo conhecimento da sua composicdo quimica (SIMOES, 2001). Os estudos
fitoquimicos tém por objetivo avaliar os compostos presentes nas espécies vegetais
identificando grupos de metabdlicos secundarios, o0s quais podem exercer atividade
terapéutica. Essa identificacdo de metabdlitos € importante uma vez que essas substancias
podem ter valor econdmico, e podem dar origem a novos agentes medicamentosos ou serem
novas fontes de obtencdo de compostos raros ja utilizados (MATOS, 1997; SIMOES et al.,
2004).

Como hé& uma vasta gama de plantas com possivel potencial farmacoldgico, identifica-
las torna-se uma tarefa ardua. Um dos principais aspectos a serem observados na busca de
novos compostos bioativos consiste nas informac6es da medicina popular. Ja é senso comum
gue é muito mais provavel encontrar atividade biologica em plantas orientadas pelo uso na
medicina popular, do que plantas escolhidas ao acaso (YUNES, 2001). Assim, a etnoboténica
aplicada ao estudo de plantas medicinais trabalha em estreita cumplicidade com a
etnofarmacologia que consiste na exploracdo cientifica e interdisciplinar de agentes
biologicamente ativos, que seja tradicionalmente empregados ou observados por determinado
agrupamento humano (LOPEZ, 2006).

Dentre as plantas utilizadas na medicina tradicional encontra-se a Jatropha curcas L.,
conhecida popularmente como pinhdo manso. Esse arbusto vem sendo utilizado de forma
empirica por diferentes comunidades em todo mundo (THOMAS et al., 2008), havendo
relatos do uso no tratamento de: alopecia, anasarca, ascite, queimaduras, carbdnculo,
convulsdes, tosse, suores frios, colica, colapso, cdibras, cianose, dermatite, diarreia,
hidropisia, disenteria, dispepsia, eczema, erisipela, febre, gonorreia, gota, hérnia,
incontinéncia urinaria, inflamacdo, ictericia, neuralgia, paralisia, pleurisia, pneumonia,
erupces cutaneas, reumatismo, sarna, ciatica, feridas, dor de estdbmago, sifilis, tétano,
candidiase, tumores, Ulceras, e febre amarela (DEBNATH e BISEN, 2008).

Apesar das vantagens terapéuticas das plantas medicinais, 0 uso destas sem estudo
cientifico é arriscado. Isso porque muitas espécies de plantas comumente consideradas
medicinais podem conter substancias potencialmente perigosas (RODRIGUES et al., 2011;
MELO-REIS et al., 2011).Estudos recentes realizados in vitro e in vivo revelaram que muitas
plantas utilizadas como alimento ou em medicina tradicional tém efeitos citotoxicos e
genotoxicos (SEHGAL et al., 2006; DALLA NORA et al., 2010; CARDOSO et al., 2014).
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Além do uso empirico do pinhdo manso pela populacdo, estudos cientificos tém
demonstrado o potencial medicinal de diferentes extratos obtidos de J. curcas. Ja foram
relatadas: atividade antibacteriana, em ensaios realizados com folhas e sementes (IGBINOSA
et al., 2009; OSKOUEIAN et al., 2011); acdo anticoagulante a partir do latex (OSONIYI e
ONAJOBI, 2003); acdo anti-inflamatoria, determinada em extrato metandlico de raizes de
pinhdo manso (NAYAK e PATEL, 2010). J& a acdo anticancerigena, antimetastica e
antiangiogéncia foram demonstradas a partir de compostos presentes na casca, folha,
sementes e latex de pinhdo manso (VAN DEN BERG et al., 1995; THOMAS et al., 2008;
BALAIJI et al., 2009; RIBEIRO et al., 2012).

J& é de conhecimento geral que os latex de diversas plantas sdo usados no tratamento
de enfermidades. Por exemplo, ja foram demonstrados os potenciais antifungico (RAMOS et
al., 2015), antiviral (NOTHIAS-SCAGLIA et al., 2015), antioxidante (CHAUDHARY et al.,
2015), antimicrobiano (RAULF, 2014), angiogénico (ALMEIDA et al., 2014), antigenotoxico
(REBOUCAS et al., 2012), anticancerigeno (MOUNSINHO et al., 2011), anti-inflamatorio
(FERNANDEZ-ARCHE et al., 2010), antitlcera (BHART et al., 2010), inseticida (RAMOS
et al., 2010), antinociceptivo (SOARES et al., 2005), osteogénico (FLORIANO et al. 2016) e
analgésico (DEWAN et al., 2000) do latex de diferentes espécies de plantas. Dentre o0s
extratos de J. curcas, o latex ainda € pouco estudado e pode apresentar compostos bioativos
importantes na producdo de farmacos.

Estudos tém demonstrado que o latex de pinhdo manso apresenta compostos tais
como: 1) curcuciclinas A e B, as quais possuem atividade citotoxica (INSANU et al., 2012);
2) curcain, o qual € uma protease, com atividade cicatrizante em ratos (NATH e
DUTTA,1991); 3) jatrophine e jatropham, os quais sdo alcal6ides, com acdo anticancerigena
(THOMAS et al.,, 2008); e 4) diferentes classes de metabolitos secundarios, tais como,
taninos, saponinas, flavondides, alcaldides e glicideos. Além destes relatos, pouco ainda se
sabe sobre a composic¢do fitoquimica do latex de pinhdo manso o qual provavelmente possui
outras substancias com atividade terapéutica. O objetivo desse trabalho foi obter uma
caracterizagdo fitoquimica inicial do latex de J. curcas. Essas informacdes sdo relevantes no

isolamento de principios ativos para a producéo de novos fitoterapicos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao do latex

A coleta do latex foi realizada em uma area de plantio de pinh&o manso localizada na
estacdo experimental da UEG campus Ipameri, Goias (Lat. 17° 43” 19’ S, Long. 48° 9’ 35>
W, Alt. 773 m). Esta regido possui clima Aw de acordo com a classificacdo de Kdppen, com
precipitacdo pluviométrica anual de 1447 mm, temperatura media de 21,9°C, umidade relativa
média do ar variando de 58% a 81%. A regido possui duas estacdes bem definidas: a chuvosa,
que vai de outubro a abril, e a seca, que vai de maio a setembro. O solo da area experimental
com 2% de declividade é classificado como Latossolo vermelho-amarelo distrofico (SANTOS
et al., 2006).

Um exemplar da planta foi identificado pelo Prof. Ms. Ismael Martins Pereira, tendo
sua exsicata depositada no herbario da UEG, sob o numero 10.042. O latex foi extraido
diretamente por meio de perfuracdes realizadas no caule, com uma faca, tendo a area de coleta
aproximadamente 5 cm de comprimento e 0,5 mm de profundidade. O latex exsudado com o
corte foi acondicionado diretamente em tubos Falcon de 15 ml esterilizados. Em seguida, 12
ml de latex foram depositados em placa de Petri para secagem a temperatura ambiente. Apds
um intervalo de trés dias, foi obtido um material com aspecto vitreo e quebradico, o qual foi
fragmentado em pequenos pedagos da ordem de alguns milimetros, e que serd chamado de
“biofilme”. O biofilme obtido da secagem do latex de J. curcas claramente se distingue do
produto obtido da secagem do latex de mangabeira. Para este Ultimo, foi obtida uma
biomembrana elastica e flexivel com tamanho e formato definidos pelo recipiente no qual é

Seco.

2.2 Determinacéo do pH

Para determinacg&o do valor do pH do latex foi utilizado o método de titulacdo acido-base,
um método muito utilizado para determinar a concentracdo ou o teor de um reagente. A
volumetria ou titulacdo volumétrica consiste em fazer reagir completamente um volume
conhecido de uma amostra que contém o reagente com um volume determinado de um
reagente de natureza e concentracdo conhecidas (solugdo-padrdo). A espécie quimica com

concentracdo previamente definida recebe o nome de titulante e a solugédo cuja concentracao
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se pretende determinar designa-se por titulado. Normalmente, para se efetuar uma titulagdo
manual utiliza-se um erlenmeyer (onde sd@o misturados o titulado, a d&gua e um indicador) e
uma bureta, que contém o titulante (VOGEL, 1992; SKOOG, 2006). Para execucdo desta
etapa, o latex foi coletado nos meses de abril, maio e junho em cinco plantas diferentes. O
indicador utilizado durante a titulagéo foi o azul de Bromotimol. Antes de iniciar o processo
de titulagdo, 2 ml de latex foi diluido em agua, formando uma solugdo de 25 ml. Como
titulante foi utilizado o hidréxido de sédio 0,025 M.O ponto em que uma solucdo &cida for
neutralizada por uma solucéo basica, ou vice-versa, € de nominado de ponto de equivaléncia
ou ponto de viragem, sendo neste ponto o nimero de ions H+ equivalente ao nimero de ions
OH- .Apos a viragem de coloragdo amarelo para azul o volume do titulante utilizado foi
aferido e foi obtido o valor do pH pela seguinte equacdo: Mi1.Vi=M..Vz,0onde M; é a
concentragdo molar do titulante, V1 0 volume utilizado para neutralizar o titulado, M. a
concentracdo molar do titulado e V2 o volume final da solu¢do. Com o dado da concentragdo
molar, a concentracdo de H*, foi obtido o valor do pH pela equacédo: pH= -log [H*].

2.3 Prospeccdo quimica

Para identificar as principais classes de metabdlicos secundarios encontrados no latex
de J. curcas L, foi realizada a prospec¢do quimica de acordo com a metodologia descrita por
MATOS (1988), MATOS e MATOS (1989) e COSTA (2001). O latex foi submetido a uma
série de reacdes para a caracterizacdo de compostos fendlicos, como taninos, flavondides,
heterosideos cumarinicos, heterosideos antraquindnicos e alcaldides. Foram realizadas quatro
reacOes para identificar compostos fendlicos taninos no latex: reacdo com gelatina, reacao
com alcaldides, reacdo com sais metalicos e reacdo com hidroxidos alcalinos. A presenca de
taninos foi feita atraves de visualizacdo de precipitacdo ou alteracdo na cor. Para identificar
flavondides foram feitas seis reacdes: reacdo com hidroxidos alcalinos, reacdo com &cido
sulfurico, a reacdo oxalo-borica, com cloreto de aluminio, reacdo de Shinoda e Reacdo com
cloreto férrico. A presenca dos flavonoides foi feita pela visualizacdo de fluorescéncia ou
alteracéo na cor. A identificagdo de heterosideos cumarinicos foi feita por meio de uma reagéo
com a utilizacdo de hidroxido de sodio e foi verificada se houve fluorescéncia e alteragéo na
cor, ja& para identificacio de heterosideos antraquindnicosfoi feito a Reagdo de

Borntragerutilizando &lcool e observado se houve precipitagdo ou alteracdo na cor. Por



33

ultimo, foi feita a busca por alcal6ides com a re¢do utilizando &cido sulfurico e diferentes

reativos de alcal6ides (Bouchardat, reativo de Dragendorff e reativo de Mayer).

2.4 Analise elementar

Analise de CHN permite a determinacdo do percentual de carbono (C), hidrogénio (H)
e nitrogénio (N) de uma amostra. Esta técnica consiste na completa combustdo da amostra
seguida pela analise dos produtos da sua combustdo. A combustdo completa é geralmente
alcancada através de fornecimento de oxigénio em excesso durante o processo. Os produtos
analisados sdo CO- para analise o carbono, H>O para analise de hidrogénio e NO para analise
de nitrogénio. Os produtos da combustdo sdo retidos em colunas absorvedoras especificas
para CO2, H20 e NO, assim sistemas de medida de massa fazem a leitura da quantidade de
massa absorvida e sua conversdo em porcentagem. Para a realizacdo da técnica, o biofilme
obtido da secagem do latex foi analisado na Central Analitica do Instituto de Fisica da UFG.
Os experimentos foram realizados no aparelho Analyser Organic Elementar, Flash 2000 da
Thermo Scientific.

2.5 Espectroscopia no Infravermelho

O biofilme obtido do latex de J. curcas e a biomembrana formada pela secagem dos
latex de mangabeira foram submetidos & analise de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR). O latex de mangabeira foi utilizado nesse experimento como controle, uma
vez que ja possuem a caracterizacao por essa técnica e facilita a identificacdo de moléculas.

A espectroscopia de FTIR permite identificar as transi¢cdes vibracionais entre 0s niveis
de energia das moléculas (ALCANTARA JR, 2002) e é uma das técnicas mais empregadas
para a identificacdo de materiais polimeros (SKOOG et al., 2002), como € o caso do latex de
diferentes espécies. Este tipo de analise baseia-se no fato de que diferentes grupos funcionais
que compdem a molécula absorvem a radiacdo na regido do infravermelho em comprimentos
de onda caracteristicos. A regido espectral do infravermelho compreende radiagdo com
numeros de onda no intervalo de aproximadamente 12.800 a 10 cm™ ou comprimentos de
onda de 0,78 a 1.000 um (SKOOG et al., 2002). Por conveniéncia, dividi-se o espectro
infravermelho em infravermelho préximo, médio e distante. Entretanto, a faixa de maior
interesse encontra-se de 4.000 a 400 cm™, onde os principais grupos funcionais absorvem.

Nesse trabalho, foi utilizado o espectrofotobmetro da marca Bruker, modelo Vertex 70 e da
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Perkin Elmer, modelo Spectrum 400 TF-IR/FT-FIR, com acessério HATR da mesma marca.

As medidas foram feitas no modo ATR (Reflectancia Total Atenuada).

2.6 Analises Termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) consiste na medida da massa da amostra em
funcdo da temperatura. E utilizada para medir variacdes de massa de uma amostra durante o
aquecimento ou resfriamento ou ainda quando mantida a uma temperatura constante por
determinado intervalo de tempo. Os principais processos que podem ser avaliados por essa
técnica sdo: evaporacdo, sublimacao, decomposicdo, oxidacgdo, reducdo, adsorcdo e dessorcdo
de gases (SKOOG et al., 2002). A utilizacdo da TGA é muito importante na avaliacdo da
estabilidade térmica de um material com o intuito de definir a aplicagdo deste.

Outra técnica utilizada foi a DTA (Analise Térmica Diferencial), em que a diferenca
de temperatura entre a substancia de referéncia (termicamente estavel) € medida em funcdo da
temperatura de referéncia (forno). O registro é a curva DTA e as diferencas de temperatura
devem ser colocadas em ordenadas, com as rea¢Ges endotérmicas voltadas para baixo e o
tempo ou temperatura em abscissas, com valores crescentes da esquerda para direita, através
da DTA pode-se acompanhar os efeitos de calor associados com alteragdes fisicas e quimicas
da amostra (IONASHIRO e GIOLITO, 1980).

Essas duas técnicas (TGA/DTA) podem ser associadas no mesmo equipamento, sendo
chamadas de técnicas simultaneas. Para verificar o comportamento térmico dos latex secos
essas analises tiveram o objetivo de analisar as perdas de massa, o0 processo termodegradativo
e a estabilidade da amostra. Para obter o resultado de TGA, as medidas foram realizadas
utilizando um cadinho de alumina, na faixa de temperatura 20 a 600°C, sob atmosfera
controlada de N2, no aparelho DTG 60/60H da Shimadzu na Central Analitica do Instituto de
Quimica da UFG.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para o valor de pH de J. curcas L, encontram-se listados na Tabela 1. O
valor médio para o latex de pinhdo manso foi 2,62 indicando que esse latex é muito acido.
Estudos mostram que o latex de algumas espécies podem ser &cidos, por exemplo, o latex de
janaguba (Himatanthus drasticus) possui o pH de 5,30 (SOARES et al., 2016); de sucuuba
(Himatanthus sucuuba) possui pH de 4,54 (SILVA et al., 2003); o latex de aveloz (Euphorbia
tirucalli) possui pH de 3,88 (NOGUEIRA, 2012). Apesar do latex dessas espécies
apresentarem pH acido, nota-se que o latex de J. curcas L. apresentou valores abaixo da

média encontrada nas demais espécies.

Tabela 1. Valores obtidos para o parametro pH do latex de J. curcas L.

Plantas Abril Maio Junho Meédia/Planta
Planta 1 2,63 2,62 2,61 2,62 +0,01
Planta 2 2,67 2,60 2,62 2,63 +0,02
Planta 3 2,63 2,60 2,61 2,61+0,01
Planta 4 2,62 2,61 2,62 2,62 +0,00
Planta 5 2,60 2,62 2,62 2,61+0,01
Média/Més 2,63 2,61 2,62 2,62 +0,00

Os resultados da prospeccao fitoquimica do latex de pinhdo manso estdo apresentados
na Tabela 2. A andlise dos resultados mostrou a presenca de pelo menos trés classes de
metabolitos secundarios no latex de pinhdo manso: os heterosideos antraquindnicos, 0s
flavonoides e os taninos. Os flavonoides podem ser divididos em diferentes classes, que varia
de acordo com as modificagfes quimicas de sua estrutura basica. Entre as reacfes positivas
para flavonoides a fluorescéncia encontrada na reacdo oxalo-bérica é um indicativo da
presenca da classe flavondis, porém sdo necessarias analises qualitativas para que se possa
identificar todas as classes presentes no latex. A funcdo bioldgica associada a cada um dos
metabdlitos secundarios encontrados no latex é descrita resumidamente seguir.

Os heterosideos antraquinénicos sao frequentemente compostos alaranjados, solUveis
em agua ou alcool. Sdo empregados terapeuticamente como laxativos e catarticos, por agirem
irritando o intestino grosso, aumentando a motilidade intestinal e, consequentemente
diminuindo a absorcio de &gua (SIMOES et al., 2007). As antraquinonas também possuem
atividades antioxidante, antiprotozoaria (CAMACHO, et al., 2000), antiviral, antimicrobiana,
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antifungica e citotoxica (BABU et al., 2004).0s flavondides sdo compostos bioativos do
grupo dos polifendis, os quais possuem indmeras aplicacOes terapéuticas, tais como: acao
antioxidante, antiproliferativa e anti-inflamatéria (MUSCHIETTI e MARTINO, 2009),
atividade antiulcerogenica e antimicrobiana (PINTO et al., 2000), potencial antialérgico,
hepatoprotetor, antitrdmbico, antiviral e anticarcinogénico (MIDDLETON JR et al., 2000). Os
taninos sdo compostos fenolicos, os quais apresentam atividade antioxidante, antinfecciosa,
antibacteriana, antifangica, antiprotozoaria e acdo tumoral (ROBBERS et al., 1997). Também
ha relatos da acdo dos taninos na reparacdo de tecidos, regulacdo enzimatica e protéica
(MELLO e SANTOS, 2001).

Os resultados obtidos no presente estudo estdo em acordo com os dados obtidos
previamente para J. curcas. Ha relatos que essa espécie produza diversos metabdlicos
secundarios nos seus diferentes tecidos. Por exemplo, ja foi identificado nas folhas a presenca
de alcalbides, glicosideos cardiacos, glicosideos cianogénicos, flobataninos, taninos,
flavonoides e saponinas (EBUEHI e OKORIE, 2009). Nas sementes, foi identificado a
presenca de flavondides, saponinas e ésteres de forbol (OSKOUEIAN et al., 2011). Nas raizes
e caule foram identificados compostos fenodlicos, flavonodides e compostos de saponinas (EL
DIWANI et al., 2009; MANPONG et al., 2009; NAMULI et al., 2011). Porém, pouco ainda €
conhecido em relacdo aos metabolitos presentes no latex de J. curcas. Existem relatos da
ocorréncia dos seguintes metabolitos secundarios no latex de J. curcas: fenois (SUAILI et al.,
2011), taninos (SUAILI et al., 2011; AREKEMASE et al., 2011), saponinas (SUAILI et al.,
2011; OSKOUEIAN et al., 2011), flavonodides (SHARMA et al., 2016), e alcaldides e
glicosideos (AREKEMASE et al., 2011). De acordo com 0 nosso conhecimento, até o
momento, ndo havia registro na literatura da ocorréncia de antraquinonas no latex de J.
curcas. Contudo, diferencas na ocorréncia de metabdlitos secundarios dentro da mesma
espécie sdo esperadas devido as alteracdes de clima, solo, coleta do material, temperatura e
reagentes quimicos utilizados (SILVA et al., 2010).
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Tabela 2. Testes da prospecc¢éo fitoquimica do latex de J. curcas L.

Metabdlicos Reac06es Resultados Coloracao/Precipitacéo

secundarios

Alcalbides Bouchardat Negativo -
Draggendorff Negativo -
Mayer Negativo -
Antraquinonas Reacéo de Borntrager Positivo Cor rosa e precipitou
Cumarinas NaOH 1N Negativo -
Flavondides Shinoda Negativo -
Reacdo Oxalo-Borica Positivo Fluorescéncia
H>SO, concentrado Negativo -
hidroxidos alcalinos Positivo Especifica
Cloreto de Aluminio Negativo -
Reacdo com  Cloreto Positivo Cor preta
Férrico
Taninos Gelatina Positivo Precipitou
Alcal6ides Negativo -
Sais Metalicos Positivo preta e precipitou
Hidroxidos alcalinos Positivo Precipitou

Além dos estudos fitoquimicos, as analises de estabilidade térmica, analise elementar,
e espectrofotometria de infravermelho ajudam a caracterizar e identificar componentes de
novos materiais, ajudando na escolha de um modelo mais eficiente e rapido de producéo de
medicamentos alopaticos e fitoterapicos (ARAGAO et al., 2006). Os resultados obtidos na

técnica de andlise elementar estdo apresentados na Tabela 3. Nessa tabela também sdo



38

apresentados os valores de CHN de outros latex de forma que os contetidos de CHN possam

ser comparados com latex previamente estudados.

Tabela 3. Resultado da analise elementar de amostras de latex de seringueira, mangabeira e pinhdo

manso.
Amostras Nitrogénio Carbono  Hidrogénio Outros
Seringueira * 0,60+0,2 82,00+1,0 11,30+0,1 6,1+1,6
Mangabeira* 0.08+0,03 80,65%2,0 11,40+0,1 8,5+2,1
Pinh&o manso 1,36+0,3 40,34+0,6 4,34+0,2 53,96+1,1

Valores representam a média + desvio padrao das analises em triplicata.* Dados obtidos de Magno, 2013

A Tabela 3 mostra que o carbono representa 40% da composicdo do latex de pinhdo
manso, o hidrogénio cerca de 4%, enquanto o nitrogénio é aproximadamente 1%. Sabendo
que a soma total dos constituintes da amostra deve ser igual a 100%, a por¢éo de elementos
ndo identificados por essa analise, esta apresentada na tabela como “outros”. Desta forma, a
maioria dos componentes do latex de pinhdo manso, ndo pdde ser identificada por essa
técnica, ou seja, aproximadamente 54% dos componentes ndo sdo carbono, hidrogénio e
nitrogénio. Além disso, observa-se uma significativa reducéo do teor de carbono e hidrogénio
no biofilme de J. curcas em relacdo as biomembranas de seringueira e mangabeira. Esses
dados mostram que apesar do pinhdo manso ser da mesma familia botanica da seringueira, 0s
latex produzidos pelas mesmas sdo completamente diferentes em sua composicéo. Esse é um
indicio para func@es bioldgicas diferenciadas entre essas espécies.

A Figural mostra os espectros de FTIR obtidos do biofilme do latex de pinhdo manso
e da biomembrana de mangabeira. A perda da elasticidade observada previamente pode ser
justificada pela reducdo na intensidade das bandas do cis-1,4 poli-isopreno, indicadas pelas

setas, 0 qual é o componente que da origem a borracha na maioria dos latex estudados.
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Figura 1. Espectros de FTIR obtidos a partir do latex de pinhdo manso (azul) e mangabeira

(preto).

As bandas que sofreram maiores alteracGes podem ser atribuidas ao estiramento de
ligagbes C — H (2960 cm™) e estiramentos simétricos e assimétricos do grupo CHs (2920 e
2852 cm™), tipicos do cis-1,4 poli-isopreno (MAGNO, 2013). Além disso, a banda larga
situada entre 3400 a 3300 cm™ pode estar relacionada a sobreposi¢do de estiramentos
vibracionais de OH e NHj, tipicos de proteinas e agua, oriundos da por¢éo soro encontrados
em latex de diferentes espécies (MAGNO, 2013). Sua reducdo pode ser um indicativo da
menor carga de proteinas no biofilme do pinhdo manso em relagdo & biomembrana de
mangabeira.

Desta forma, os resultados obtidos mostram que o latex de pinhdo manso possui uma
baixa quantidade ou auséncia de cis-1,4 poli-isopreno, 0 que esta de acordo com o baixo teor
de carbono e hidrogénio encontrado no estudo da analise elementar. Provavelmente, essa seja
a razao do latex de pinhdo manso ter aspecto vitreo quando polimerizado, e ndo forma elastica
geralmente encontrada em biomembranas como no latex de mangabeira. Portanto, fica claro
que h& uma significativa diferenca estrutural entre o biofilme e a membrana de mangabeira.

A estabilidade térmica das biomembranas foi analisada por meio de anélise
termogravimétrica (TGA). Este é um estudo que permite avaliar a influéncia da temperatura
sobre a estabilidade térmica das amostras. Na Figura 2 apresentam-se as curvas de TGA/DTA

das biomembranas de latex de mangaba (a) e do biofilme do pinhdo manso (b).
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Figura 2. Curvas TGA/DTA de amostras de latex de mangaba (a) e pinhdo manso (b).

Na curva TGA do latex de mangabeira sdo visualizadas trés etapas: uma primeira com

uma perda de massa de cerca de 3% até aproximadamente 200 °C, que corresponde a

desidratacdo inicial da amostra. Além disso, podem estar associados a liberacdo de

subprodutos de baixa estabilidade térmica presentes no latex, tais como proteinas,

aminoacidos, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos. A segunda etapa de 200 a 380 °C com

uma perda de 85% e que pode estd associada a formacdo de novos produtos (aldeidos e

cetonas). A terceira etapa onde praticamente toda a massa é consumida que se encerra por
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volta de 470 °C, podendo estar associadas a degradacdo das cadeias poliméricas mais estaveis
(MAGNO, 2013). Na curva DTA observa-se dois eventos endotérmicos, uma banda de menor
intensidade na faixa de 50 a 90°C e uma banda intensa e bem definida proximo de 380°C.
Também podem ser observados picos exotérmicos por volta de 280°C, 360°C e 470°C. O pico
endotérmico estd associado a evaporacdo de compostos organicos de baixo peso molecular.
Os picos exotérmicos de 280 e 360 °C podem estar associados a oxidacdo de compostos de
maior peso molecular enquanto o pico de 470 °C esta associado a sua completa combustéo.

Na Figura 2b, observa-se as curvas de TGA/DTA do latex de pinhdo manso. Na curva
TGA percebe-se que a perda de massa ocorre de forma gradual, sem a presenca de bruscas
alteracbes. Dessa forma, pode-se observar que a estabilidade térmica do latex de pinhdo
manso € menor que do latex de mangabeira, pois a perda de massa se inicia desde 45°C com
um pico endotérmico a 90°C associado a evaporacdo de compostos organicos de baixo peso
molecular. Eventos exotérmicos podem ser observados através de dois picos intensos
préximos a 550°C e 900°C, os quais podem ser atribuidos a reacfes de oxidacdo de compostos
de elevado peso molecular e sua completa combustéo, respectivamente. Assim, comparando
os resultados das curvas das duas amostras, percebe-se significativa diferenca entre os
componentes dos dois tipos de latex, e que consequentemente, deve proporcionar diferentes

propriedades e resposta biologica.
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4 CONCLUSAO

Neste capitulo foi realizada a prospeccao fitoquimica e caracterizacdo fisico-quimica
do latex de J. curcas. As andlises fitoquimicas identificaram no latex os heterosideos
antraquinonicos, os flavondides e os taninos, os quais possuem diferentes funcées bioldgicas e
sdo substancias de interesse farmacoldgico, constatando que as indicagdes terapéuticas para
essa espécie sinalizam para a acao bioldgica e farmacologica de tais constituintes. De acordo
com 0 nosso conhecimento, essa foi a primeira vez que antraquinonas foram identificadas no
latex de J.curcas. Na analise fisico-quimica foi observado uma diferenca significativa entre os
componentes do biofilme de pinhdo manso e da biomembrana de mangabeira o que pode ser
observado nas alteracGes de suas propriedades elasticas e provavelmente em suas aplicaces
bioldgicas. Essas informacGes direcionam estudos futuros mais detalhados para verificacdo da

quantidade de cada constituinte encontrado nessas analises.
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AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE E ANTIGENOTOXICIDADE DO LATEX DE
PINHAO MANSO (Jatropha curcas L.)

RESUMO

Jatropha curcas L., popularmente conhecida como pinhdo manso, € uma laticifera
amplamente utilizada na medicina popular por apresentar propriedades terapéuticas.
Diferentes partes dessa planta sao utilizadas no tratamento de enfermidades tais como: cancer,
queimaduras, tosse, célica, dermatite, febre, inflamac&o, entre outras. No presente trabalho foi
avaliado o potencial genotdxico, antigenotdxico, citotdxico, e anticitotoxico do latex dessa
espécie pelo teste de microndcleo em medula dssea de camundongos. Para a avaliacdo da
atividade genotoxica e citotoxica, quatro grupos, com seis animais, foram formados e tratados
com as doses de latex nas concentracfes 10, 50 e 100 mg/kg p.c. e agua destilada (controle
negativo). Para a analise da antigenotoxicidade e anticitotoxicidade foram formados outros
quatro grupos, com seis animais, e tratados com as doses de latex (10, 50 e 100 mg/kg p.c.)
concomitante com 0,2 mg/kg p.c. de doxorrubicina (farmaco genotoxico). Os resultados
obtidos mostraram que o latex de J. curcas possui atividade genotoxica nas concentracfes de
50 e 100 mg/kg p.c e atividade citotoxica em todas as concentracdes estudadas. Os dados de
antigenotoxicidade mostram um interessante efeito antagonista do latex de pinhdo manso em
associacdo a doxorrubicina, sendo que quanto maior a dose do latex de pinhdo manso, menor
0 numero de microndcleos em animais tratados com a doxorrubicina. Esses resultados
sugerem um efeito antigenotdxico para o latex de pinhdo manso. Os dados obtidos na presente
pesquisa mostram que se deve ter cuidado com interagcbes medicamentosas, e que a utilizacéo
empirica do latex de pinhdo manso, pela populacdo, pode gerar sérios danos a salde. Dessa
forma, pesquisas futuras sdo necesséarias para esclarecer os mecanismos de acdo do latex de J.
curcas L. em sistemas vivos.

Palavras-chave: Antagonismo, Euphorbiaceae, Lactiferas, Mutagenicidade,
Antimutagenicidade, Quimioprevencao
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a maior diversidade genética do mundo, com cerca de 55 mil espécies
de plantas catalogadas. Apesar dessa grande diversidade de espécies e da tradi¢cdo no uso de
plantas na medicina tradicional, as informacGes relacionadas as caracteristicas das plantas
medicinais cresceu apenas 8% ao ano, nos ultimos 20 anos (FONSECA, 2012). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), uma planta é considerada medicinal quando
possui substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores
de farmacos (ZHANG, 1988).

Entre as plantas utilizadas como medicinais estdo as laticiferas, que compreendem
cerca de 20.000 espécies distribuidas entre 40 familias (KONNO, 2011). Essas espécies
apresentam células especializadas denominadas de laticiferas, que, sdo responsaveis pela
producdo do latex. A familia botanica que apresenta maior numero de espécies laticiferas é a
familia das Euphorbiaceae (HAGEL et al., 2008; AOKI et al., 2014; KONNO et al., 2014).
Dentre as Euphorbiaceae, esse trabalho tem interesse especial pela espécie Jatropha curcas L.

J. curcas L, conhecida popularmente como pinhdo manso, é uma espécie lactifera,
perene, mondica, com alta rusticidade e resisténcia a longas estiagens (FERNANDES et al.,
2015). Nos Ultimos anoso interesse econdmico nesta espécie estd associado ao uso do Gleo
contido na semente para a producdo de biodiesel (FERREIRA et al., 2013; CONTRAN et al.,
2013). Além da producédo de 6leo, diferentes comunidades no mundo empregam, de forma
empirica 0 pinhdo manso no tratamento de enfermidades, tais como: alopecia, anasarca,
ascite, queimaduras, carbunculo, convulsdes, tosse, suores frios, colica, colapso, cdibras,
cianose, dermatite, diarréia, hidropisia, disenteria, dispepsia, eczema, erisipela, febre,
gonorréia, gota, hérnia, incontinéncia urinaria, inflamacéo, ictericia, neuralgia, paralisia,
pleurisia, pneumonia, erupc¢des cutaneas, reumatismo, sarna, ciatica, feridas, dor de estbmago,
sifilis, tétano, candidiase, tumores, Ulceras, e febre amarela (DEBNATH e BISEN, 2008).

Além do uso empirico, estudos cientificos tém demonstrado o potencial medicinal em
diversas partes vegetativas de J. curcas, sendo evidenciada a¢do antibacteriana em ensaios
realizados com folhas e sementes (IGBINOSA et al., 2009; OSKOUEIAN et al., 2011); acéo
anticoagulante a partir do latex (OSONLYI e ONAJOBI, 2003); acdo anti-inflamatoria,
determinada em extrato metandlico de raizes de pinhdo manso (NAYAK e PATEL, 2010). Ja

a acdo anticancerigena, antimetastica e antiangiogéncia, foram demonstradas a partir de
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compostos presentes na casca, folha, sementes e latex de pinhdo manso (VAN DEN BERG et
al. 1995; THOMAS et al., 2008; BALAJI et al., 2009; RIBEIRO et al., 2012).

E importante salientar que o uso empirico de compostos presentes nos extratos vegetais
podem causar doencas, ou até mesmo a morte, por acdo de agentes naturais mutagénicos e
carcinogénicos, sendo necessario investigar cientificamente o efeito e assim determinar os
riscos dos extratos de plantas utilizados na medicina popular (CHACON et al., 2002). O uso
popular de J. curcas tem despertado recentemente a curiosidade dos pesquisadores sobre 0s
potenciais medicinais dessa espécie.

No Brasil, qualquer novo produto deve ser regulamentado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) antes do seu uso ou comercializacdo. Uma das exigéncias da
ANVISA ¢ que o produto seja avaliado quanto a sua genotoxicidade. Agentes genotdxicos
podem ser quimicos, fisicos ou bioldgicos, e sdo classificados como substancias que causam
alteracOes permanentes na sequéncia de nucleotideos do DNA (RIBEIRO, 2003; NELSON e
COX, 2009). A deteccdo de agentes genotoxicos é de extrema importancia para a
identificacdo de mutagénicos a fim de diminuir a exposicdo a eles (RIBEIRO, 2003; IKUMA
et al., 2006; JEONG et al., 2006; VIJG, 2008). Além da avaliacdo genotdxica, torna-se
importante também a avaliacdo da antigenotdxica com o intuito de identificar possiveis
substancias quimiopreventivas. A quimioprevencdo e sua aplicacdo envolve uma anélise de
eficacia,seguranca e de risco-beneficio dos agentes protetores (DE FLORA, 1998).

Dentre os testes de avaliacdo de genotoxicidade e antigenotoxicidade preconizados pela
ANVISA, o teste de microntcleo em medula 6ssea de roedores in vivo, ¢ amplamente aceito e
recomendado para avaliacdo e o registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que
entram anualmente no mercado mundial (CHOY, 2001, RIBEIRO, et al., 2003). O teste de
micronucleo detecta pequenos corpos contendo &cidos desoxirribonucléicos (DNA),
localizados no citoplasma da célula. Esses corpos sao resultantes de quebras cromossdmicas,
formando fragmentos acéntricos que ndo chegam aos polos das células durante a mitose ou
meiose (CHOY, 2001).

Assim, os ensaios de genotoxicidade in vivo servem para avaliar a seguranga de
determinadas substancias em fase pré-clinica e também como ferramenta para deteccdo da
potencialidade genotoxica e antigenotoxica (MC GREGOR, 2000; ROTHFSS et al., 2011;
LORD e ASHWORRTH, 2012).Adicionalmente a genotoxicidade e antigenotoxicidade, o

teste de micronucleo fornece também a avaliacdo da citotoxicidade através do computo da
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relacdo de Eritrocitos policrométicos/Eritrécitos normocromaticos (PCE/NCE) (VILAR et al.,
2008; BORGES et al., 2011).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial genotdxico,
antigenotdxico, citotdxico e anticitotoxicodo latex de pinhdo manso (J. curcas L) em células

de medula 6ssea de camundongos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Aspectos éticos da pesquisa

A pesquisa atendeu os principios éticos e foi aprovada pelo Comité de Etica no uso de
animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (Protocolo 0021-1)

2.2 Latex de pinh&o manso (J. curcas L.)

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. Um
exemplar da planta ja foi identificado pelo Prof. Ms. Ismael Martins Pereira, tendo sua
exsicata depositada no herbario do UEG, sob o nimero 10.042. O latex foi extraido
diretamente por meio de perfuragdes realizadas no caule, com uma faca, tendo a area de coleta
aproximadamente 5 cm de comprimento e 0,5 mm de profundidade.O latex exsudado com o

corte foi acondicionado diretamente tubos Falcon de 10 ml esterilizados.

2.3 Camundongos

Para realizar os testes foram utilizados 48 camundongos saudaveis, da espécie Mus
musculus “out bread” linhagem Swiss Webster, oriundo do Biotério da Pontificia
Universidade Catdlica de Goiéas, apresentando peso corpéreo entre 30 e 40 gramas e faixa
etaria entre 45 e 60 dias no dia do experimento. Os animais foram alojados em gaiolas de
polipropileno, forradas com maravalha. Cada gaiola comportou no méaximo 05 camundongos,
0s quais receberam &gua e racdo balanceada ad libitum. A maravalha foi trocada a cada trés

dias.
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2.4 Grupos experimentais

Para avaliacdo genotoxica foram testadas as doses de latex nas concentracdes de 10,
50 e 100 mg/kg de peso do corpéreo (p.c) e controle negativo, distribuidos em quatro
grupos:1. Latex pinhdo manso na concentracdo de 100 mg/kg p.c.; 2. Latex pinhdo manso na
concentracdo de 50 mg/kg p.c.; 3. Latex pinhdo manso na concentracdo del0 mg/kg p.c.; e
4.Controle negativo, agua destilada na concentracdo de 1ml/100 mg/kg p.c.

Para avaliacdo antigenotdxica foram testadas as doses de latex juntamente com doses
de doxorrubicina, foram formados quatro grupos experimentais distribuidos da seguinte
forma: 1. Latex pinhdo manso 100 mg/kg p.c., mais 2,0 mg/kg p.c. de doxorribucina; 2. Latex
pinhdo manso 50 mg/kg p.c. mais 2,0 mg/kg p.c. de doxorrubicina; 3. Latex pinhdo manso 10
mg/kg p.c. mais2,0 mg/kg p.c. de doxorrubicina; e 4. Controle positivo - doxorrubicina 2,0

mg/kg p.c.

2.5 Avaliacdo das atividades genotdxica e antigenotoxica do latex de pinhdo manso pelo

teste de Micronucleo.

O teste de micronucleo foi realizado seguindo a metodologia descrita por VVon Ledebur
& Schimid (1973). Para a avaliacdo genotdxica, foram aplicados via intraperitoneal o
tratamento nos animais de cada grupo. Ap6s 24 horas da aplicacdo das substancias, os animais
foram submetidos a anestesia por tiopental (30 mg/kg p.c.), em seguida eutanasiados por
deslocamento cervical.

A epifise proximal do fémur foi cortada e a medula dssea hematopoiética, aspirada
com soro bovino fetal. Apds a homogeneizacdo da medula no soro, o material foi
centrifugado a 1000rpm por 5 min. O sobrenadante descartado parcialmente, com o
precipitado foi feito os esfregacos. Apds a secagem, as laminas, foram coradas em solucéo
pandtico rapido, utilizando o corante Instant Prov, em trés etapas. Na primeira etapa foi usado
a solucdo de ciclo hexadienos 0,1% por 10 segundos (Instant Prov 1); na segunda etapa foi
usada a solucdo de azobenzeno sulfonico a 0,1%por 10 segundos (Instant Prov Il); e na
terceira etapa solucdo de Fenotiazina a 0,1% (Instant Prov Ill) por 20 segundos. Apds
secagem as laminas foram analisadas em microscopio de luz (Olympus BH-2 10x100, Tokyo,

Japan).
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Para a avaliacdo antigenotoxica foram administradas simultaneamente as doses de
latex e a doxorrubicina, substancia a qual tem comprovada atividade indutora de danos ao
DNA.

2.6 Avaliacao da citotoxicidade e anticitotoxicidade do latex de pinhdo manso.

Afim de avaliar a citotoxicidade e anticitotoxicidade da amostra, apos a contagem de
micronucleos, foram analisados 2000 eritrocitos por lamina e avaliada a porcentagem de

eritrocitos policromaticos (PCE) entre o total de eritrocitos (PCE + NCE).

2.7 Andlise estatistica

As atividades genotdxicas e antigenotoxicas do latex de pinhdo manso foram avaliadas
pela incidéncia de micronucleos, em cada grupo testado, pela analise de variancia (ANOVA).
A seguir, as médias foram comparadas pelo teste Tukey. Para avaliar a citotoxicidade e a
anticitotoxicidade do latex foram analisadas as frequéncias de EPC/ENC de cada grupo
tratado. A seguir as médias foram comparadas pelo teste Tukey. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando o valor de p foi < 0,05
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados de genotoxicidade e citotoxicidade de animais
tratados com diferentes doses de latex de pinhdo manso.

Tabela 1. Avaliagdo da atividade genotoOxica e citotoxica expressa pela média, desvio padrdo das
dosagens de 10, 50 e 100 mg/kg p.c. do latex de J. curcas L e a relacdo EPC/ENC.

Eritrocitos policromaticos

Létex de pinh&o N° de micronucleados (EPCMN) RELACAO EPC/ENC
manso (mg/kg p.c)  animais — MEDIA £ DP
Dados Individuais MN/2000EPC
MN /2000EPC Média + DP
10 6 3-4-4-5-4-6 43+10a 0,75+0,1b
50 6 11- 8- 10-9- 12- 7 95+19hb 06+0,1c
100 6 16- 15- 9- 15- 13- 10 13,0£29b 05+0,16¢

H20 (controle

. 6 1-2-1-3-1-2 1,7+08a 1,1+0,1a
negativo)

Mesma letra na coluna indica que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)

As frequéncias de eritrocitos policroméaticos micronucleados (EPCMN) em
camundongos tratados com 50 e 100 mg/kg p.c. do latex de pinhdo manso diferiram
significativamente dos camundongos tratados com agua e 10 mg/kg p.c de latex (Tabela 1).
Sabe-se que o aumento da frequéncia de EPCMN, em animais tratados com diferentes
substancias, estd associado a quebras cromossdémicas e danos ao DNA (KRISHA e
HAYASHI, 2000). Dessa forma, os dados obtidos sugerem que o latex de pinhdo manso é
genotoxico nas doses de 50 e 100 mg/kg p.c, mas nao na dose de 10 mg/kg p.c. Contudo, a
técnica usada ndo permite apontar o mecanismo pelo qual ocorre o dano ao DNA, mas
provavelmente estes danos estdo associados a presenca de compostos bioativos no latex de
pinhdo manso.

A citotoxicidade do latex de pinhdo manso foi avaliada pela percentagem de EPC
entre o total de eritrécitos (EPC+ENC). Ainda na Tabela 1, observa-se que houve diminuigdo

significativa na razdo de EPC/ENC, em todos os tratamentos com latex de pinhdo manso,
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quando comparado com o controle negativo. A diminui¢do na propor¢do de EPC em relagdo a
ENC é um parametro que mostra a citotoxicidade (SHAHRIM et al., 2006). Dessa forma, 0s
resultados obtidos sugerem que o latex de pinhdo é citotoxico em todas as doses testadas.
Ainda, o grupo de 10 mg/kg p.c. difere dos grupos 50 e 100mg/kg p.c, e mostra que a
citotoxicidade esta associada a dose, ou seja, doses mais elevadas de latex causaram maior
mortalidade celular. Esses resultados corroboram com os resultados encontrados para outras
lactiferas, tais como Synadenium umbellatum (MELO-REIS et al., 2011) e Himatanthus
succuba (PAZ et al, 2013; ALMEIDA et al., 2014).

Em relacdo a citotoxicidade, j& é conhecido que diferentes espécies da familia
Euphorbiaceae, apresentam potencial citotoxico associado a inducdo de apoptose. S&o
exemplos de plantas da familia Euphorbiaceae com efeito citotoxico: Croton malambo
(MORALES et al.,, 2005), Croton zambesicus (BLOCK et al., 2005) e Synadenium
umbellatum (MOTA et al., 2012; MELO-REIS et al., 2011). A identificacdo de espécies que
induzem apoptose é interessante porque a inducdo da morte celular programada é um dos
principais mecanismos que podem ser empregados para inibicdo do crescimento tumoral
(ZHANG et al., 2009).

Em relacdo a atividade antigenotoxica, € importante salientar que a prevencdo de
doencas relacionadas a mutagfes pode ocorrer tanto evitando a exposi¢do do organismo ao
agente genotdxico, quanto pela ingestdo de substancias que provocam a ativacdo de
mecanismos de protecdo ao DNA. Dessa forma, avaliar o efeito antigenotoxico de compostos
presentes nas plantas medicinais é uma estratégia utilizada com o objetivo de identificar
possiveis substancias quimiopreventivas (DE FLORA, 1998). A quimioprevencdo pode ser
definida como prevencdo, inibicdo ou reversdao da carcinogénese, por administracdo de
compostos naturais ou sintéticos (NAMASIVAY AM, 2011).

A Tabela 2 mostra os resultados de antigenotoxicidade e anticitoxicidade em animais
tratados com diferentes doses de latex de pinhdo manso e doxorrubicina. A doxorrubicina
(DXR), farmaco isolado do fungo Streptomyces peucetius,é um dos agentes antitumorais mais
utilizados na oncologia clinica e experimental. Esse farmaco tem sido empregado
especialmente no tratamento de leucemia aguda e linfoma, mas também pode ser usado no
tratamento de alguns tumores solidos, tais como, cancer de ovario, mama e de endométrio
(KAKLAMANI e GRADISHAR, 2003). Molecularmente, a estrutura planar da doxorrubicina
permite que ela se ligue ao DNA, intercalando entre suas bases e impedindo a sintese de DNA

e RNA. A doxorrubicina também pode provocar quebras nas cadeias do DNA. O efeito
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citotoxico da doxorrubicina estd também associado a inibi¢do da topoisomerase 11, a formacao
de radicais livres, os quais sao responsaveis por fendmenos de estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica (RAJ et al., 2014).

Tabela 2. Avaliacdo da atividade antigenotdxica e anticitotoxica expressas pela media, desvio padrdo
das dosagens de 10, 50 e 100 mg/kg p.c. do latex de J. curcas L e a relagdo EPC/ENC, frente ao

composto genotoxico doxorrubicina.

Latex de pinhédo

manso Eritrdcitos policromaticos
+doxorrubicina N° de micronucleados (EPCMN) RELACAO EPC/ENC
(mg/kg p.c) animais MEDIA + DP
Dados Individuais MN/2000EPC
MN /2000EPC Meédia + DP
10+0,2 6 14- 11-5-10-9-7 93+3,1b 059+0,1a
50+ 0,2 6 10- 5-5-5-6-6 6,2+19Db 0,70x0,1a
100+0,2 6 2-2-3-3-5-3 3,0£1,0c 0,6 £0,1a
Doxorrublc_lr_\a 6 20- 12- 15- 12- 17- 16,5+ 4,42 a 05+01a
(controle positivo) 23

Mesma letra na coluna indica que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)

As frequéncias de eritrocitos policroméaticos micronucleados (EPCMN) em
camundongos tratados com latex de pinhdo manso, em todas as concentracdes (10, 50 e 100
mg/kg p.c.), diferiram significativamente dos camundongos tratados com &agua (Tabela 2).
Além do mais, existe uma correlacdo negativa entre o efeito e a dose, sendo que quanto maior
a dose do latex de pinhd&o manso, menor a ocorréncia de microntcleos. Comparando com 0s
dados de genotoxicidade previamente obtidos nesse trabalho, percebe-se que o latex de pinhdo
manso quando administrado sozinho tem um efeito genotdxico para células da medula de
camundongos. O mesmo efeito genotoxico foi observado quando os animais foram tratados
apenas com doxorrubicina (controle positivo, Tabela 2). Porém, quando latex e doxorrubicina
sdo administrados juntos, um inibe a atividade do outro, esse tipo de interacdo de substancias
é definido como antagonismo. Na prética, as intera¢fes de substancias podem gerar pouco ou

nenhum efeito lesivo para 0s pacientes, porém ha casos nos quais as interacbes podem ter
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efeitos colaterais graves, podendo inclusive levar o paciente a ébito. Dessa forma é
extremamente importante avaliar o efeito do latex de pinhdo manso, pois 0 mesmo € usado na
medicina popular no tratamento de cancer, e pode, no caso de ingestdo conjunta com outros
agentes quimioterapicos, inibir a agdo dos mesmaos.

Em relacdo a anticitotoxicidade do latex de pinhdo manso, a anélise da porcentagem
de PCE entre o total de eritrocitos (EPC+ENC), mostrou que ndo existem diferencas
significativas nessa razdo quando comparados com o controle positivo. Isso significa que
todas as doses administradas de latex de pinhdo manso foram citotdxica para as células da
medula dssea de camundongos. Diferente dos dados de genotoxicidade, o latex de pinhdo
manso ndo protegeu as células do efeito citotoxico da doxorrubicina, indicando que esse latex
ndo apresenta efeito anticitotoxico.

Esta ocorrendo, ao longo dos ultimos anos, um aumentado no interesse por produtos
que possam ter propriedades antigenotdxicas. Uma vez que esses produtos podem atuar como
agentes desmutagénicos, agindo diretamente sobre os compostos que induzem danos no
DNA, inativando-os quimica ou enzimaticamente (ANTUNES e ARAUJO, 2000). Até o
momento existem poucas informacgdes na literatura sobre a genotoxicidade, citotoxicidade,
antigenotoxicidade e anticitotoxicidade do latex de J. curcas L. Alguns trabalhos demonstram
que a citotoxicidade dessa espécie pode estar relacionada com substancias tais como a
curcaciclinas A e B e os diterpenos (INSANU et al., 2012; DEVAPPA et al., 2011). Dessa
forma, torna-se importante avaliar detalhadamente o efeito antigenotdxico do latex de pinhdo
manso, pois ele foi capaz de reduzir significativamente a inducdo de danos ao DNA gerados

pela doxorrubicina.
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4 CONCLUSAO

Utilizando o teste de micronlcleo em medula 6ssea de camundongos, foi possivel
concluir que o latex de J. curcas L apresenta atividade genotdxica e citotoxica quando
administrado sozinho aos camundongos. Porém, tém efeito antagonista e atividade
antigenotéxica quando administrado simultaneamente como farmaco doxorrubicina. Esses
resultados mostram que deve se ter cuidado com interagdes medicamentosas, e que a
utilizacdo empirica do latex de pinhdo manso pela populacéo pode gerar sérios danos a saude.

Dessa forma, pesquisas futuras sdo necessarias para esclarecer os mecanismos de acdo do

latex de J. curcas L. em sistemas vivos.
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CONCLUSOES

De acordo com 0s objetivos propostos e os resultados encontrados no presente trabalho, pode-

se concluir que:

Houve um aumento no numero de artigos publicados ao longo dos anos sobre o
pinhdo manso, sendo que a maioria dos artigos publicados estdo relacionados com os
temas: biocombustivel e agronomia;

Apesar desse aumento nas publicacbes e do pinhd0 manso ser uma espécie que
apresenta alto potencial para producdo de biocombustivel, essa espécie ainda nédo foi
domesticada e seu cultivo diminuiu ao longo dos anos. A reducdo mundial de area
plantada com pinhdo manso. Provavelmente deve-se a caréncia de informacdes,
principalmente relacionadas as técnicas basicas de cultivo;

Além do potencial para producdo do biodiesel, a espécie apresenta alto potencial
farmacoldgico, sendo utilizada no tratamento de diversas enfermidades;

O latex de J.curcas apresenta metabdlicos secundarios com atividades terapéuticas
comprovada, entre esses se encontra 0s heterosideos antraquinénicos, compostos antes
ndo citados na literatura para o latex dessa espécie;

Quando comparado com o latex de outras espécies, tanto da mesma familia botanica
como de familias diferentes, o latex de J. curcas se mostrou completamente diferente
estruturalmente e em relacdo a sua composicdo, sugerindo assim funcgdes bioldgicas
diferente dos demais latex;

O latex possui efeito genotoxico indicado nesse trabalho através da observacdo do
aumento na frequéncia de eritrocitos policroméaticos micronucleados (EPCMN)
quando comparado com agua destilada, pelo teste de microndcleo in vivo,
evidenciando que conforme aumenta-se a concentragdo do latex, aumenta também
essa frequéncia;

O latex possui efeito citotoxico visto que houve uma diminuicdo na razdo entre
eritrocitos policromaticos e eritrocitos normocrématicos (EPC/ENC), comprovado

pelo teste de micronucleo in vivo;
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O latex possui efeito antigenotoxico frente ao farmaco doxorrubicina, fato evidenciado
pela reducdo na frequéncia de policroméaticos micronucleados (EPCMN) quando
comparado com a doxorrubicina, ou seja, o latex inibiu a atividade da doxorrubicina.
O latex ndo apresenta efeito anticitotoxico frente a doxorrubicina, uma vez que ndo
foram observadas diferencgas significativas na razdo (EPC/ENC) quando comparado
com a doxorrubicina, ou seja, o latex ndo protegeu as células dos animais do efeito da
doxorrubicina;

Deve-se ter cautela ao usar o latex de J. curcas de forma empirica, principalmente
quando se esta fazendo uso de outro tipo de medicamento, visto que essa interacdo
pode causar sérios danos a saude;

H& necessidade de estudos e pesquisas futuras, uma vez que o latex dessa espécie
apresenta compostos com diferentes potenciais terapéuticos, podendo ser utilizado na

producdo de novos farmacos.
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