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RESUMO

De acordo com a OMS, cerca de 80% da populacdo mundial, de algum modo, faz
uso de plantas medicinais como medicamento, e apenas 30% é feito por indicacédo
meédica. Atualmente, a intensa procura por terapias alternativas, como a fitoterapia,
se deve a ineficiéncia de alguns produtos sintéticos, ao alto custo de medicamentos
alopaticos e a busca por tratamentos menos agressivos ao organismo. Os
compostos vegetais responsaveis por atuar no combate de doengas sdo 0s
metabdlitos secundarios. Dentre eles se destacam o0s terpenos, compostos fendlicos
e compostos nitrogenados. No Brasil, o 0leo extraido da semente da Carapa
guianensis tem sido usado como fitoterdpico apesentando aplicabilidade na
cicatrizacéo de ferimentos, tratamento de doencas febris, inflamacdes e dores. Seus
principais constituintes e possivelmente os responsaveis por sua atividade bioldgica
sdo os 4cidos graxos e compostos limondides. Em virtude do amplo uso e das
caracteristicas do Oleo da semente de andiroba, este estudo objetivou investigar
suas possiveis atividades angiogénica, genotoxica e antigenotoxica. Para avaliar a
angiogénese foi utilizado o modelo experimental da MCA. Na genotoxicidade e
antigenotoxicidade foram realizados ensaios in vivo, em camundongo através do
teste de microndcleo. Os resultados do ensaio na MCA indicaram que o Oleo
provocou aumento significativo da rede vascular (p<0,05) em relacdo aos controles
neutro e inibidor. No teste do micronucleo, o efeito antigenotéxico do 6leo nas doses
de 250, 500 e 1000 mg/Kg p.c., foi verificado em todos os grupos de tratamento,
uma vez que o numero de micronucleos foi menor (p<0,05) em relacdo aos controles
positivos CP e MMC. Através dos métodos e condi¢cdes empregados, os resultados
deste estudo sugerem que o Oleo de andiroba ndo € genotoxico e apresenta
importante potencial fitoterapéutico, com atividade angiogénica e antigenotoxica.

Palavras-chave: Carapa guianensis, angiogénica, antigenotoxicidade, micronucleo.
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ASTRACT

According to WHO, about 80% of world population, somehow, makes use of
medicinal plants as medicine, and only 30% is done by medical indication. Currently
the intense search for alternative therapies such as herbal medicine, is due to the
inefficiency of some synthetic products, the high cost of allopathic and the search for
less harmful to body treatments. The plant compounds responsible for serving in
combat diseases are the secondary metabolites. The most outstanding terpenes;
phenolic compounds and nitrogen compounds. In Brazil, the extracted oil of Carapa
guianensis seed has been used as an herbal medicine, is applied in wound healing,
treatment of febrile diseases, inflammation and pain. Its main constituents and
possibly responsible for its biological activity are the fatty acids and limonoids
compounds. In view of the wide and use and Andiroba oil plant characteristics, this
study aimed to investigate the possible angiogenic, genotoxic and antigenotoxic
activities. To assess angiogenesis was used the experimental model of MCA.
Genotoxicity and antigenotoxicity tests were carried out in vivo, in mice through the
micronucleus test. The test results on the MCA indicated that the oil caused a
significant increase in vascular network (p<0.05) compared to neutral controls and
inhibitor. In the micronucleus test, the effect of the oil antigenotoxic at doses of 250,
500 and 1000 mg/kg b.w. Was observed in all treatment groups, since the number of
micronuclei was lower (p<0.05) in the positive controls CP and MMC. With the
methods and conditions employed, the results of this study suggest that the andiroba
oil is not genotoxic and has important potential Physiotherapy, with angiogenic and
antigenotoxic activity.

Keywords: Carapa guianensis, angiogenic, antigenotoxicity, micronucleus.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas pelo homem, como alimento e tratamento de doencas, €
conhecido desde a antiguidade (PEREIRA & CARDOSO, 2012). A referéncia mais
remota sobre o uso das plantas como fim terapéutico data mais de sessenta mil
anos, sendo as primeiras descobertas realizadas por estudos arqueoldgicos nas
ruinas do Ird (REZENDE e COCCO, 2002).

Atualmente, em diversos paises em desenvolvimento, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de um terco da populacdo mundial
n&o0 possui acesso a medicamentos essenciais, e em areas mais pobres da Africa e
Asia, por exemplo, esse valor chega a 50% da populacdo. Nestas regibes, €,
portanto, frequente o uso da medicina tradicional devido sua facil manipulacéo
(WHO, 2002).

Ainda, conforme a OMS, aproximadamente 80% da populacdo mundial, de
algum modo, faz uso de plantas medicinais como medicamento, e apenas 30% é
feito por indicacdo médica (ABIFISA, 2007).

Durante o processo de evolucao, as plantas desenvolveram recursos naturais
que lhes garantem defesa, como a producdo de substancias quimica, toxica e
genotdxicas contra ataques de bactérias, fungos, insetos e animais predadores
(CASTRO et al., 2004). Alguns chas e infusdes de determinadas plantas medicinais,
por exemplo, podem apresentar substancias toxicas com atividade mutagénica. Por
outro lado, o consumo de plantas pode reduzir efeitos de agentes mutagénicos que
estejam agindo sobre o organismo humano (BAGATINI et al., 2007).

Um elemento mutagénico pode variadas vezes ocasionar uma carcinogénese,
onde ha o processo de conversdo de uma célula normal para uma célula maligna
gue posteriormente pode originar um tumor (HIGA, 2007).

Conforme o Instituto Nacional do Cancer — INCA, anualmente, cerca de 12,7
milhdes de individuos sdo diagnosticados com cancer em todo o mundo e 7,6
milhdes vao a Obito. No Brasil, foram estimados 576.580 novos casos da doenca
para 2014 (INCA, 2013). Segundo a Unido Internacional contra o Cancer - UICC,
estima-se um total de 26 milhdes de novos casos novos e 17 milhdes de mortes até
2030 sendo a maior parte dos casos ocorrente nos paises em desenvolvimento
(INCA, 2011).



InUmeras substancias foram descritas como mutagénicas e carcinogénicas.
Dentre elas estéo as hidrazinas, flavonoides, furocumarinas, quinonas, alcaloides de
pirrolozidina, glicosideos cardiotdnicos e teobrominas (PEREIRA, 1992; KHAN et al.,
2005; MEI et al., 2005; VARANDA, 2006). Por outro lado, substancias como os
alcaloides, apesar de sua conhecida genotoxicidade, possuem alto potencial
farmacologico através de atividades antimicrobiana, antiplasmodial e antitumoral
(FREDERICH et al., 1999; VARANDA, 2006).

Grande parte dos compostos mutagénicos e carcinogénicos tem relacdo na
formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) as quais apresentam importante
papel em processos degenerativos, lesbes no DNA, mutacdes ligadas ou ndo ao
cancer, problemas cardiacos e envelhecimento (AMES et al.,, 1993; MOHAN &
MELTZ,1994; ANDERSON et al., 1995).

Diversas espécies vegetais tiveram seu potencial mutagénico avaliado,
apresentando resultados negativos, como as aparas de bambu, camadas
intermédias aos talos de Bambusa tuldoides, Sinocalamus beecheyana e
Phyllostachys nigra, plantas pertencentes a familia Gramineae (VARANDA, 2006).

Sabe-se, através de estudos, que existem muitos componentes biol6gicos
ativos nas aparas de bambu, como triterpendides, saponinas e esterdis (CHEN et
al.,, 2002; ZHANG et al., 2004). Outros estudos evidenciaram que 0 extrato
hidroalcodlico da Ocotea duckei Vattimo, planta do nordeste do Brasil popularmente
conhecida por “louro-de-cheiro”, apresenta efeito mutagénico nas linhagens TA97a,
TA100 e TA102 da bactéria de Salmonella typhimurium (MARQUES et al., 2003).

Por outro lado, alguns vegetais possuem substéncias de propriedades
antimutagénicas como os carotenoides (Vitamina A), licopeno, acido ascorbico
(Vitamina C), &cido elagico, o tocoferol (Vitamina E), polifenéis, compostos
sulfidricos, calcio, fibras, etc. (GOODMAN & GILMAN, 2003; HIRAMATSU et al.,
2004; MALIK et al.,, 2005; FAGUNDES, 2012; MARCHIORI et al., 2013). Grande
parte dos compostos antigenotoxicos presentes em alimentos, tém funcéo
antioxidante atuando no sequestro de ERO (KHAN, 2005; GUTERRES, 2009;
COSTA, 2012).

Aléem da atividade protetora ao DNA, é possivel encontrar vegetais que
apresentam propriedades angiogénicas. A angiogénese é 0 processo de
crescimento de novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes; se da em

varios passos que ocorrem normalmente em fungbes corporais, tais como a



cicatrizacdo de feridas, a embriogénese, o ciclo reprodutor feminino, e o
desenvolvimento de uma circulacdo de sangue colateral apds a oclusdo de vasos.
Também, ocorre nos processos patologicos, como a invasao de tumor e metastases,
artrite reumatoéide e psoriase (SAFATLE et al., 2002; REGE et al., 2005).

Atualmente, muitas terapias envolvendo a atividade antiangiogénica tém sido
utilizadas para tratar o cancer (NEDAEINIA et al., 2014; SANTOS et al., 2014; XU &
FU, 2014). Um novo flavonoide, Kushecarpin D, presente na raiz da Sophora
flavescens, planta de uso medicinal da cultura chinesa, apresenta efetiva atividade
antiangiogénica através de acdes inibitérias da proliferacdo celular (interrupcao do
ciclo celular na fase G2), migracéo, adeséao celular e a formacéao do tumor (PU et al.,
2014).

Estudos relacionados com a atividade antiangiogénica de substancias
presentes em diversos vegetais comprovam que o extrato etandlico bruto da Salvia
(Salvia triloba), por exemplo, possui alta funcdo antiangiogénica com potenciais
efeitos quimioterapico e / ou quimiopreventivo (ZIHLIF et al., 2013).

No Brasil, dentre as inUmeras plantas de uso medicinal, estd a Andiroba
(Carapa guianensis) a qual apresenta diversos beneficios as populacdes residentes
na Amazobnia, devido ao intenso uso na industria madeireira, valor ecoldgico e
propriedades medicinais do O6leo extraido das suas sementes (COSTA &
MARENCO, 2007).

Suas peculiares propriedades fisico-quimicas conferem acao anti-inflamatoria,
além de combater afeccBes do trato respiratério e faringite, laringite, tosse, gripe,
pneumonia, bronquite, disfungbes musculares, reumatismo, artrite e fadiga muscular,
etc.; apresentando ainda acdo como bloqueador solar (HAMMER & JOHNS 1993;
PENNAFORTE 2003; BOUFLEUER, 2004; FERRARI et al., 2007).

Diante do exposto, 0 presente estudo objetivou avaliar os possiveis efeitos
angiogénico e genotdxico/antigenotoxico do 6leo da Carapa guianensis (Andiroba).
O interesse pelos recursos vegetais tem ganhado destaque em pesquisas de
desenvolvimento de medicamentos e alternativas para o tratamento de diversas
doencas.

Considerando que inumeras pesquisas cientificas tém apresentado as
atividades biolégicas da andiroba, assim como de outras plantas, espera-se que a

investigacdo das atividades angiogénica, genotoxica e antigenotdxica do Oleo da



andiroba, possam colaborar significativamente para um melhor entendimento de tais

fendmenos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Plantas Medicinais

A medicina tradicional se baseia em inUmeras praticas de saude,
conhecimento e crengas compostos por medicamentos oriundos de plantas, animais
e minerais, além de terapias espirituais, técnicas manuais e exercicios adaptados a
fim de condicionar o bem-estar ou para tratar, diagnosticar e prevenir doencas
(SOUZA, 2007). Na atualidade, é notavel uma intensa procura por terapias
alternativas devido a ineficiéncia de alguns produtos sintéticos, o alto custo de
medicamentos alopaticos e a busca por tratamentos menos agressivos ao
organismo (RIBEIRO, 2005).

Dentre as terapias complementares mais buscadas, destaca-se o uso de
ervas medicinal (incluindo chas), medicina tradicional chinesa (conhecida como
Ayurveda), relaxamento e meditacdo, terapias espirituais e psiquicas, dietas
(vitaminas, cogumelos, minerais, etc.) e reflexologia (CEOLIN et al., 2011,
SPADACIO & BARROS, 2008; HENDERSON & DONATELLE, 2004; KULKAMP et
al., 2007).

Desde 4.000 A.C., existem registros historicos sobre a utilizacdo de plantas
medicinais para o tratamento de doencas. No museu da Pensilvania (EUA) esta o
primeiro registro médico que é datado de 2.100 A.C. e contém inumeras férmulas
com trinta tipos de drogas de origem vegetal, animal ou mineral (HELFAND &
COWEN, 1990).

O primeiro manuscrito chinés sobre plantas medicinais (500 A.C.) descreve
nomes, dosagem e prescricdes de uso de plantas para tratar doencas. O uso de
algumas dessas plantas ainda permanece, como o Ginseng (Panax spp), Ephedra
spp, Cassia spp e Rheum palmatum L., sendo inclusive utilizadas como fontes em
industrias farmacéuticas (DUARTE, 2006).

Sao consideradas plantas medicinais ou fitoterapicos, aqueles que possuem
compostos utilizados como fins terapéuticos, ou mesmo para a sintese de produtos
quimicos e farmacéuticos. Sdo chamados de “principios ativos” ou “metabdlitos
secundarios” os compostos quimicos que conferem o efeito terapéutico (MARTINS
et al., 2003).



O uso de produtos naturais, como extratos de plantas medicinais, se
intensificou nas Uultimas décadas principalmente, devido ao elevado custo dos
medicamentos sintéticos. Em paises desenvolvidos, os medicamentos a base de
plantas (fitoterapicos) vém apresentando importante crescimento e relevancia.
Desde 1978, a OMS tem realizado investimentos publicos em fitoterdpicos, com
crescentes observagbes no aceite da fitoterapia por profissionais de saude, bem
como o0 aumento de seu uso pela populacéo (SILVEIRA et al., 2008).

Ainda segundo a OMS, cerca de 80% da populacdo mundial utiliza
medicamentos de origem natural como recurso terapéutico (OMS, 2002). Neste
sentido, é estimado que o mercado farmacéutico tradicional tenha um crescimento
mundial de 3% a 4% anualmente, e o de fitoterapicos de 6% a 7% (SOUZA &
MACIEL 2010).

Considera-se que as vendas de farmacos derivados de plantas crescem em
10% ao ano. Um valor estimado de US$ 550 milhdes foi alcangado somente no ano
de 2001 (KNAPP, 2001) e os paises que mais consomem 0s produtos naturais do
Brasil sédo Estados Unidos e Alemanha (REUTERS, 2002).

Os principais usos de fitoterapicos envolvem o tratamento de resfriados
(66%), gripe (38%), doencas do trato digestivo ou intestinal (25%), dores de cabeca
(25%), insdnia (25%), Ulcera estomacal (36%), nervosismo (21%), bronquite (15%),
doencas de pele (15%), fadiga e exaustdo (12%) (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).
Além disso, diversas plantas medicinais e outros produtos naturais sdo largamente

aplicados na aceleracéo cicatricial de feridas cutaneas (EURIDES et al., 1998).

2.2. Metabdlitos Secundarios

Inimeros sdo 0s compostos vegetais responsaveis por atuar no combate de
doencas. Estes compostos, denominados metabolitos secundarios, sdo essenciais
para o crescimento e desenvolvimento das plantas além de favorecerem a
sobrevivéncia e continuidade da espécie vegetal dentro do ecossistema através dos
mecanismos de defesa. Vale ressaltar que os compostos vegetais primarios (lipidios,
proteinas, carboidratos, nucleotideos e aminoacidos) sdo fundamentais para o

crescimento, desenvolvimento e manutencéo das células (FURLAN, 1999).



Os principais constituintes secundéarios séo: terpenos (piretroides, o6leos
essenciais, cardenolideos, saponinas), compostos fendlicos (lignina, fitoalexinas,
taninos) e compostos nitrogenados (CORREA et al., 2008).

2.2.1. Compostos Terpenos

Os terpenos sdo compostos que apresentam em sua formacéo, repeticdes de
uma molécula de cinco atomos de carbono denominada isopreno, e sao
classificados conforme o numero de unidades de isopreno em sua composicao
(Tabela 1). Sua férmula molecular (Figura 1) € (C5H8)n, e estdo agrupados através
do nimero dessas unidades (DELAMARE & TOSCAN, 2014). Sao precursores de
quatro classes de hormdnios vegetais: as citocininas, acido abscisico, giberelinas e
os brassinoesteroides (LIMA, 2014).

Tabela 1. Principais terpenos encontrados nos vegetais.

Isopropenos N° de atomos de Carbono Nome Exemplos
1 5 Isopropeno Citocininas
2 10 Monoterpeno  Oleos essenciais
3 15 Sesquiterpeno Lactonas
4 20 Diterpeno Giberelinas
6 30 Triterpeno Saponinas
8 40 Tetraterpeno Carotendides
N N Polisopropeno Borracha

Fonte: RIGOTTI & HIGUTI (2011).

Os terpenos compdem uma das maiores e mais diversas classes de
metabdlitos secundarios com cerca de 55.000 compostos. A vasta diversidade
estrutural que esta classe de produtos naturais representa possui um elevado
namero de propriedades biologicas ja descritas como: atividade antimicrobiana,
antioxidante, inseticida, anti-cancer e anti-malaria (VIEGA-JUNIOR, 2003;
DELAMARE & TOSCAN, 2014; LIMA 2014).
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Figura 1. Formula molecular dos principais Terpenos
Fonte: VIEGAS-JUNIOR, 2003.

2.2.2. Compostos Fendlicos

Os fendlicos apresentam, quimicamente, um anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos. Sua ocorréncia natural ocorre de forma conjugada com
mono e polissacarideos através de um ou mais grupos fendlicos, podendo também
ocorrer como derivados funcionais (ésteres) (LEE et al., 2005).

Existem cerca de 10.000 tipos de compostos fendlicos, os quais se dividem
em diferentes classes conforme sua estrutura quimica (Figura 2): acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos e taninos (LEE et al., 2005; BALASUNDRAM et al., 2006).

Estes compostos sao essenciais para 0 crescimento e reprodugcdo dos
vegetais uma vez que sdo atrativos de polinizadores. Além disso, eles se formam
sob condicdes de estresse, como infeccdes, ferimentos, radiacdes ultravioleta (UV),
etc. Também, estdo inseridos na categoria de neutralizadores de radicais livres,
sendo eficientes na prevencao da autoxidacao (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Nos alimentos, os fenolicos sdo responsaveis pela caracterizagcdo de cor,
adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa, sendo encontrados principalmente em
frutas citricas (ANGELO & JORGE, 2007).
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Figura 2. Classes de compostos fendlicos
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA & BASTOS (2001); LOPEZ et al. (2006); NEMEN & SENNA (2011).

Alguns compostos fendlicos simples, como as furonocumarinas, quando
ativados pela luz UV sao inseridos na fita dupla do DNA e se ligam as bases
pirimidicas (citosina e timina) bloqueando o processo de transcricdo e separacao do
DNA, o que leva a morte celular (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Pesquisa com outra classe destes compostos, os flavonoides, evidenciam
possuem sua potencial atividade antioxidante, anticancer e efeito protetor aos
sistemas renal, cardiovascular e hepatico (FERRARI & TORRES, 2002; MARTINEZ
et al., 2002; BEHLING et al., 2004; GALVAOQ, 20009).

2.2.3. Compostos Nitrogenados

Estes metabdlitos apresentam em sua estrutura o0 nitrogénio e séo

sintetizados a partir de aminoacidos comuns. Os principais representantes para este
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grupo de compostos sdo: 1) alcaloides, 2) glicosideos cianogénicos, 3)

glucosinolatos e 4) aminoacidos néo proteicos (ASSIS et al., 2009).

1) Os alcaloides sdo amplamente reconhecidos em virtude de seus efeitos
farmacoldgicos em animais. Nos vegetais, eles tém funcdo de defesa contra

predadores, devido sua toxicidade geral e efeito dissuador (DIAS et al., 2003).

O
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Figura 3. Exemplos de alcaloides
Fonte: PERES, 2004

2) Os (glicosideos cianogénicos (Figura 4) sdo compostos vegetais
responsaveis pela liberacdo de acido cianidrico (HCN) quando estes sofrem algum
dano. S&o considerados um mecanismo de defesa vegetal uma vez que atuam na
inibicAo da cadeia respiratoria de predadores. Os compostos que quando
hidrolisados por enzimas, formam acuUcares, &cidos graxos, aldeido ou cetona e
acido cianidrico, séo classificados como glicosideos cianogénicos (SCHVARTSMAN
1992; BUHRMESTER et al., 2000; SANTOS et al., 2005).

A cianogénese nao é considerada um método efetivo de defesa, mas sim um
sistema conservativo, ja que os compostos envolvidos séo reciclados e a planta
necessita sofrer algum dando fisico para que este processo ocorra (SANTOS et al.,
2005).
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Figura 4. Exemplos de Glicosideos Cianogénicos
Fonte: GALINARO & FRANCO, 2011.

3) Os compostos glucosinolatos (Figura 5), também denominados
Tioglicosideos, sdo compostos organicos (glicosideos) de enxofre responsaveis pelo
caracteristico sabor amargo e picante em vegetais, especialmente naqueles da
familia Brassicacea (Cruciferae), além de constituirem um mecanismo de defesa
(BONES & ROSSITER, 1996).

OH
o
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"%o s. Lo
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Figura 5. Estrutura de um Glucosinolato
Fonte: GOBBO-NETO & LOPES, 2007.

Em geral, o estresse hidrico promove alteracdes nas concentracdes de
metabdlitos secundarios em plantas podendo gerar um aumento na producdo de
glucosinolatos, além de outros compostos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Ha potencial atividade anticancerigena, in vitro, dos glucosinolatos em
canceres de pancreas, mama e prostata. Este efeito tem sido associado ao fato de
que alguns glucosinolatos restauram a funcdo do gene supressor da proteina p21,
induzindo a apoptose das células tumorais (ASHOK & TIWARI, 2004; AGGARWAL &
ICHIKAWA, 2005).
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4) Os aminoacidos ndo-proteicos sdo aqueles ndo adicionados em proteinas.
Eles estdo dispostos na forma livre e agem como substancias protetoras exercendo
sua toxicidade de inumeros modos. Alguns inibem a sintese ou a absorcdo de
aminoacidos proteicos; outros sdo erroneamente incorporados as proteinas gerando
a producéo de enzima nao funcional (XAVIER-FILHO, 1993; YAMADA, 2004).

O aminodcido ndo proteico L-canavanina (Figura 6), por exemplo, esta
presente na semente de Canavalia ensiformis e & toxico para bactérias, insetos e
outros invertebrados, sendo incorporado em proteinas que perdem sua
funcionalidade (NAKAGIMA et al., 2001).

NH O

M

HoN N OH
H
NH,

Figura 6. Estrutura condensada do aminoacido

nao proteico L-canavanina
Fonte: NAKAGIMA et al., 2001.

Cerca de 300 amino&cidos ndo proteicos ja foram isolados de vegetais, e sua
importancia estd principalmente na medicina, nutricdo e agricultura (SOARES &
MACHADO, 2007).

Existem fatores de alta influéncia sobre o conteddo dos metabdlitos
secundarios. Dentre eles se descata a sazonalidade, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude e poluicdo atmosférica (MORAIS,
2009).

As variacdes sazonais, por exemplo, interferem no conteido de quase todas
as classes de metabolitos secundarios, como Oleos essenciais, lactonas
sesquiterpénicas, acidos fendlicos, glicosideos cianogéncios, flavondides,
saponinas, alcaloides e taninos, onde os casos de maiores relatos envolvem plantas
e/ou metabdlitos utilizados na terapéutica (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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2.4 Plantas Medicinais do Brasil

O Brasil possui a mais rica flora do mundo, com mais de 56.000 espécies de
plantas o que representa quase 19% da flora mundial (GIULIETTI et al., 2005).
Entretanto, mesmo apresentando a maior diversidade vegetal do mundo, apenas 8%
do total de espécies no pais foi estudado para pesquisas de compostos bioativos e
1.100 tiveram sua propriedade medicinal avaliada (GUERRA et al., 2001).

Dentro da biodiversidade brasileira, alguns exemplos importantes de plantas
medicinais sdo: llex paraguariensis (mate), Myroxylon balsamum (balsamo de Tolu),
Paullinia cupana (guarana), Psidium guajava (guava), Spilanthes acmella (jambu),
Tabebuia sp. (lapacho), Copaifera sp.(copaiba), Arnica montana (arnica),
Stryphnodendron barbatiman (barbatiméo), Peumus boldus (boldo), Curcuma longa
(acafrdo, Zingiber zingiber (gengibre), (FAKIM, 2006; MINISTERIO DA SAUDE,
2012).

As plantas Spiranthera odoratissima (manaca), Achyrocline satureioides
(marcela), Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertao), apresentam compostos que
Ihes conferem atividade anti-inflamatoria (MATOS et al., 2003; GOES et al., 2005;
FACHINETTO et al., 2007). As plantas Baccharis trimera (carqueja), Bidens pilosa
(picdo), Matricaria recutita (camomila) e Calendula officinalis (caléndula) sao
reconhecidas e amplamente utilizadas no tratamento de Ulceras e feridas (GIL et al.,
2000; SARTORI et al., 2003; DIAS et al., 2009).

O efeito cicatrizante ja foi detectado nas espécies Jatropha multifida (flor-de-
coral), Caryocar coriaceum (pequi), Caesalpinia ferrea (jucad) e Mauritia flexuosa
(buriti) (BUCH et al., 2008; BATISTA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; BATISTA et
al., 2012).

Também, a atividade antimicrobiana ja foi descrita nas espécies Syzygium
Cumini (jambolédo), Eucalyptus citriodora e grandis (eucalipto) e, Cymbopogon
citratus (capim-cidreira) (ESTANILAU et al., 2001; SCHUCK et al., 2001,
LOGUERGIO et al., 2005).

Entretanto, mesmo diante de inUmeras pesquisas, as plantas medicinais
brasileiras sdo consumidas por usuarios e comerciantes, em sua maioria, com a
existéncia de pouca ou nenhuma evidéncia cientifica sobre suas propriedades

farmacoldgicas. Além disso, a toxicidade destas plantas é considerada um problema
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de saude publica. Os efeitos colaterais dos fitoterapicos, possiveis adulteracdes e
acao sinérgica sdao comuns (MACIEL et al., 2002; VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Outro fator a ser ressaltado € o de que as pesquisas realizadas para avaliar o
uso seguro de plantas e fitoterapicos séo principiantes, bem como o controle de
orgaos oficiais em relagdo a comercializagdo nas feiras, mercado e lojas de produtos
naturais (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

Ainda assim, dados do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM)
indicam que, no Brasil, 0 mercado de fitoterapicos movimenta cerca de 500 milhdes
de ddlares anualmente (BANDEIRA et al., 2011). Cerca de apenas 37% dos
alopaticos disponiveis sdo consumidos pela populacao brasileira uma vez que a

maioria depende quase que somente de fitoterapicos (FUNARI & FERRO, 2005).

2.5 Bioma Amazbnia

Ocupando cerca de 60% do espaco brasileiro, o bioma Amazodnia (Figura 7)
concentra a maior biodiversidade do mundo. Com um territério de 4,2 milhdes de
km?, o bioma esta localizado nos estados do Par4, Amazonas, Amapa, Acre,
Rondobnia e Roraima e algumas partes do Maranhdo, Tocantins e Mato Grosso.
Além de incluir terras estrangeiras como Guianas, Suriname, Venezuela, Equador,
Peru e Bolivia (IBGE, 2004; MMA, 2014).
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Figura 7. Biomas Brasileiros
Fonte: PMDBBS, 2011.



15

A floresta tropical Amazodnica, também denominada Latifoliada equatorial, se
divide em montanhosa andina, fluvial alagada e de terra firme. O relevo variado e o
clima quente/imido caracteriza o ambiente amazoénico (VESENTINI, 2007).

A diversidade de espécies animais e vegetais € ampla. Atualmente, existem
cerca de 40 a 300 espécies de arvores por hectare. Sua fauna inclui 163 espécies
de anfibios identificadas, no entanto, o nimero real pode ser maior. O mesmo se
aplica para as 240 espécies de répteis conhecidas (KERR et al., 2001; SILVANO &
SEGALLA, 2005; RODRIGUES, 2005).

Ha também cerca de 1.300 aves na Amazbnia, o que represental3% das
9.900 espécies existentes no mundo. Entre os mamiferos, 311 espécies (6% do total
mundial) foram catalogadas. A ictiofauna da Amazénia apresenta 1.800 espécies
(7% da esfera mundial) (MARINI & GARCIA, 2005; BARROS et al., 2011; FONSECA
et al., 2012).

Nos ultimos anos, um elevado nimero de novas espécies de primatas ocorreu
no bioma. Dentre elas, estdo o sagui-ando-da-coroa-preta e o sauim-de-cara-branca
(FONSECA et al.,, 2012). O grupo com maior riqueza de espécies e a0 mesmo
tempo menos conhecido € o dos artropodes. Pesquisadores acreditam que mais de
70% das espécies deste filo ainda ndo apresentam nomes cientificos (PERES,
2005).

Mesmo com sua vasta diversidade, o bioma tem sido alvo de intensas acdes
antropicas as quais tém gerado um alto indice de desmatamento. Segundo dados do
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (Inpe), um total de 3.036km? de floresta na
amazoénia legal (area que engloba os estados brasileiros) foi perdido no periodo de
agosto de 2013 a julho de 2014. Este valor é considerado 9,8% acima em relacdo ao
periodo anterior de avaliacdo (agosto de 2012 a julho de 2013) do desmatamento (INPE,
2014a, b).

De 2011 a 2013, uma area total de 38.718 km? foi perdida e o estado do Mato
Grosso apresentou os com maiores indices de degradacgéo (INPE, 2014b). Em virtude
do desmatamento, cerca de 87 exemplares da flora amazonica estdo ameacadas de
extingdo. Segundo o Livro Vermelho da Flora do Brasil, as estimativas sobre a
extingdo de espécies de plantas na Amazonia sado de 5% a 9% até o ano 2050, e
para a reducdo do habitat das mesmas é de 33% até 2030 (MARTINELLI &
MORAES, 2013).


http://cncflora.jbrj.gov.br/LivroVermelho.pdf
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Multiplas determinantes levam ao complexo processo de desmatamento do
bioma amazobnia. Para Margulis (2000), os principais grupos indutores deste
processo sdo 0s ganhos ligados ao uso da terra no bioma (ocasionados por
aumento dos precos da terra e madeira, reducdo dos salarios rurais e variacbes no
valor dos insumos); as politicas publicas com disponibilidade de recursos crediticios
baratos, além das politicas de incentivo fiscais (SUDAM); o acesso facilitado a &reas
de fronteira através da construcdo de rodovias e outras obras; e a macroeconomia
(crescimento do Produto Interno Bruto e da populacdo) (MARGULIS, 2000).

Atualmente, para coibir o desmatamento, o governo brasileiro fiscaliza as
areas desmatadas apoés a identificacdo destas pelo satélite do Sistema de Deteccéo
de Desmatamento em Tempo Real (Deter) pelo Inpe (BARRETO, 2013). No entanto,
existe pouca acgao preventiva. Além disso, arrecada-se menos de 1% do valor total
das multas. O método mais efetivo contra 0 desmatamento tem sido o confisco de
bens (madeira, grdos e gado) produzidos ilegalmente em areas desmatadas
(ARAUJO et al., 2013).

2.5.1 Plantas medicinais na Amaz6nia

A Amazbnia detém a maior concentracdo de espécies de fitoterapicos no
mundo. Neste sentido, o interesse por ervas e plantas deste bioma com uso
medicinal e de cosmetoldgico tem aumentado. Cerca de mais de 25 mil espécies
existentes no bioma ja foram catalogadas e apresentam suas propriedades
conhecidas (VIEIRA et al., 2005).

Pesquisas com a planta Paullinia cupana, popularmente conhecida por
Guarana, demonstram que em virtude da alta concentracdo de taninos e
metilxantinas (cafeina, tracos de teobromina e teofilina), ela apresenta acéo
imunomoduladora e antiinflamantéria. Também, seu extrato aquoso, administrado
via oral e parenteral, inibe, in vitro e in vivo, a agregacao plaquetaria pela reducéo da
sintese de tromboxano (BYDLOWSKI et al., 1988; MIRANDA & METZNER, 2010).

O vegetal Ptychopetalum olacoides (muirapuama), ja foi descrito por suas
atividades antioxidante, protetora em amnésia induzida por escopolamina e
antimicrobiana. Tais efeitos séo atribuidos a presenca de &acidos graxos, esteroides
e xantinas (MONTRUCCHIO et al., 2005).
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Outro vegetal de origem amazonica e com amplo uso no Brasil € a Copaifera
sp (copaiba). O 6leo extraido de seu tronco apresenta respaldo cientifico e é
popularmente utilizado contra mais de 50 tipos de doencas (ASSAYAG, 2009). As
principais propriedades terapéuticas séo: atividade anti-inflamatéria (FREIRE et al.,
2006; PACHECO et al., 2006; RAMOS, 2006; SILVA et al., 2006), acdo cicatrizante
(VEIGA - JUNIOR et al., 2002; RAMOS, 2006), potencial antisséptico (CASCON,
2004; RIGAMONTE - AZEVEDO et al., 2004), antitumoral (MACIEL et al., 2002;
ARAUJO - JUNIOR et al, 2005), antibacteriano (DRUMOND et al., 2004;
GONGALVES et al, 2005; PIERI, 2007) e analgésico (GURGEL, 2004,
CHIUCHETTA et al., 2005; PACHECO et al., 2006).

A Hevea brasiliensis (seringueira) € outro importante vegetal da amazénia
com uso comercial e terapéutico. Sua principal importancia econémica € dada ao
seu produto principal, a borracha. Esta € produzida a partir do latex natural da
seringueira e apresenta propriedades exclusivas e excedentes as de qualquer outro
polimero, ainda que seja de seu analogo sintético (RIPPEL, 2005).

Com a atividade indutora de vasos sanguineos (angiogénese) por parte do
latex natural desta planta (MRUE, 2000; MRUE et al., 2004), inimeras outras
aplicacbes médicas passaram a ser investigadas resultando na observacdo de
outras importantes atividades. Exemplo disso sdo estudos sobre o uso do latex
natural de Hevea brasiliense para a producdo de proteses vasculares (GRISOTTO,
2003); potencializacédo do processo cicatricial em lesbes de animais como bovinos e
equinos, e de Ulceras presentes nos pés de individuos diabéticos (FRADE et al.,
2001; SOARES et al., 2004); implante e neoformacédo 0ssea em alvéolos dentarios
(BALABANIAN et al., 2006), dentre outros.

2.6 Familia Meliaceae

A familia Meliaceae apresenta espécies de alto interesse agrondmico,
ecologico, econdmico e ornamental com elevado potencial madeireiro no mundo.
Esta distribuida nos tropicos de todo o planeta, com uma reduzida presenca em
zonas temperadas (JOLY, 1987).

No mundo, sdo conhecidos 50 géneros distribuidos entre 575 espécies as

guais ocorrem, principalmente na regidao neotropical (MUELLNER et al., 2003). No
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Brasil, sete géneros (Cedrela, Cabralea, Swietenia, Carapa, Guarea, Trichilia e
Khaya) e 100 espécies sdo ocorrentes (GUIMARAES et al., 2004).

Plantas pertencentes a Meliaceae sdo arbéreas de alto porte, com folhas
grandes. Possuem crescimento apical (da raque), sem estipulas, 4s vezes com
pulvinos na base, pinadas, bipinadas ou unifoliadas (MUELLNER, 2003).

Suas flores sdo pequenas actinomorfas, em inflorescéncias paniculadas,
hermafroditas, ciclicas, diclamideas, de simetria radical. As sépalas e pétalas sao
livres e seus estames se dispdem em numero duplo ao das pétalas com filetes
alargados e soldados em um tubo, com as anteras fixas na por¢ao superior interna.
Seu ovario supero apresenta de 4 a 5 carpelos com léculos de 1 ou 2 O6vulos
(GEMTCHUJNICOV, 1976; JOLY, 1987).

Seu fruto se classifica como drupa e suas sementes aladas estdo presas a
columela. O embrido em geral, é reto, com cotilédones planos e com eixo radicula-
hipocatilo incluso ou externo. No género Carapa, os cotilédones sdo muito crassos,
fusionados entre si (BARROSO, 1991).

Em termos econdmicos, a madeira das Meliaceas possui grande qualidade e
sao utilizadas industrialmente na producdo de moveis, barcos e navios. Por suas
propriedades fisicas e mecéanicas a madeira da espécie Carapa guianensis atingiu o
mercado de paises como o Japéao, Estados Unidos e Alemanha (MENDONCA et al.,
2007).

Com a exploracdo mundial das espécies de Meliaceae, uma reducao
acentuada na populacéo desta familia tem ocorrido. No Brasil, esta exploracdo esta
concentrada na regido amazonica e tem provocado elevado impacto na estrutura

genética e populacional em regides endémicas (GOUVEA, 2005).

2.6.1 Capara Guianensis

Pertencente a familia Meliaceae, a Carapa guianensis € vulgarmente
denominada de andiroba, andirobeira, andirobinha, andiroba-do-igap6, carape,
jandiroba, nandiroba e penaiba. Seu nome tem origem do Tupi-Guarani: “landi” =
oleo e “rob”= amargo. Ocorre no sul da América Central, assim como na Colémbia,
Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Brasil, Peru, Paraguai e nas ilhas do Caribe
(INPA, 2003; ENRIQUEZ et al., 2003).
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No Brasil, sua ocorréncia abrange a bacia Amaz6nica em florestas de terra
firme e naquelas transitoriamente alagadas (varzeas e igapés), ao longo de rios
adjacentes aos manguezais. As arvores podem alcancar ate 55 metros de altura e
apresentam um tronco (Figura 8) cilindrico e reto de 30 metros, podendo ou nao
apresentar raizes tabulares (INPA, 2003). Sua copa € densa e formada por ramos
eretos ou de leve curvatura, com tamanho médio. O suber é consistente e de

coloragdo acinzentada ou avermelhada na espécie Carapa procera (LEITE, 1997).

Figura 8. Tronco da andiroba dispondo-se de
forma cilindrica e coloracéo acinzentada
Fonte: DANTAS, 2012.

A madeira produzida da andiroba (Figura 9) é relativamente pesada com
densidade de 0,73g/cm3, apresenta consisténcia soélida, mas se fende com
facilidade. A superficie é levemente aspera de textura média e pouco resistente a

perturbacdes, entretanto imexivel por insetos (AMBROZIN et al., 2006).


http://g1.globo.com/am/amazonas/noticia/2012/07/manaus-ainda-possui-arvores-nativas-na-area-urbana.html
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Figura 9. Madeira da andiroba
Fonte: Embrapa Amazonia Oriental, 2007.

As folhas da andiroba (Figura 10) sdo compostas, alternadas e paripinadas,
com vestigio de foliolo terminal, tomentoso e glandular. Apresentam em média de 30
a 90 cm de comprimento e de 4 a 18 cm de largura (BARROSO, 1991). Possuem
foliolos opostos ou sub-opostos de 3 a 10 pares e apresentam margens inteiras de
tom verde-escuro em sua superficie superior. Também apresentam nectarios extra-
floral na extremidade das folhas, atraindo, principalmente, formigas (INPA, 2003;
BARROSO, 1991).

As flores da andiroba (FiguralO) sdo pequenas, com pétalas de até oito mm
de comprimento. S&o unissexuais, sésseis (sem pedunculo), glabras (sem pelos),
de cor branca a creme, e levemente perfumada. Apresentam 4 meras (4 sépalas, 8
pétalas e 16 estames) (PENNINGTON et al., 1981).

A floracdo ocorre duas vezes ao ano nos meses de agosto-outubro e janeiro-
fevereiro, enquanto os frutos amadurecem entre junho-julho e fevereiro-margo
(LORENZI, 1992; AMBROZIN et al., 2006).

O fruto da andiroba (Figura 11) é globoso, lenhoso, deiscente ou indeiscente
e com 4 a 6 valvas que se separam quando fruto sofre impacto por queda
(LORENZI, 1992).
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Figura 10. Folhas e flores da andiroba
A - Folhas; B — Flores. Fonte: CARDOSO, 2012

As sementes (Figura 11) apresentam coloracdo marrom, cum laterais
anguladas. Estdo presentes no mesmo fruto e podem apresentar uma grande
tamanhos variados. Também, possuem um hilo maior sem proeminéncia e com
residuos de tecidos placentarios. Seus cotilédones séo ligados formando uma Unica

massa o que impossibilita a percepc¢éo e separacéo das duas partes (FISCH, 1990).

~ g >

Figura 11. Fruto e semente da andiroba
A — Fruto; B — Semente; Fonte: BRASNATUS, 2013.

O Oleo extraido das sementes da andiroba é utilizado em industrias de
cosmético e farmacéuticas. Os principais produtos obtidos sao shampoos,
sabonetes, creme facial, hidratantes, pomadas, capsulas oleosas e emulsdes
(ENRIQUEZ, 2003; BOUFLEUER, 2004; FERRARI et al., 2007). Os produtos sao
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revendidos nas feiras livres no norte do Brasil e apresentam alto impacto na
economia de alguns estados desta regiado (MENDONCA et al., 2007).

Além disso, o 6leo também apresenta importante uso como repelente (MIOT
et al., 2004). Seu uso também se estende na prevencdo do cancer de pele, pois
segundo a informacgdo de populares, o 6leo apresenta efeito protetor a pele contra
danos do sol. No entanto, estudos indicam que 0 mesmo n&o possui atividade
fotoprotetora (FERRARI et al., 2007).

Uma arvore de andiroba produz de 50 a 200 Kg de semente ao ano
(SHANLEY et al., 1998). Quando as sementes sdao acondicionadas em sacos
plasticos e mantidas em camara Umida ou seca, com baixa temperatura, elas
adquirem maior durabilidade permanecendo viaveis por um periodo de até sete
meses (FERRAZ & SAMPAIO, 1996).

2.6.2 Composicao e propriedades farmacéuticas do 6leo da Andiroba

Os principais estudos relacionados a composi¢céo do 6leo de andiroba indicam
que este € constituido, principalmente, por &cidos graxos como: oleico (57%),
palmitico (25,3%), miristico (17,9 — 18,1%), linoléico (4,9% - 9,2%), esteérico
(10,45%) e tracos de araquidico (Figura 12) (ORELANNA et al., 2004; CASTRO et
al., 2006). Além disso, ha presenca de uma fragdo insaponificavel (2 a 5%) formada
por substéncias denominadas meliacinas ou limondides as quais caracterizam o
sabor amargo do 6leo e provavelmente sdo responsaveis pela atividade biolégica do
mesmo (AMBROZIM et al., 2006).

Até o momento, sdo conhecidos sete compostos limondides (Figura 13)
isolados do 6leo de andiroba. Sao eles: 17B-hidroxiazadiradiona, 6a-acetoxi-
gedunina, 7-deacetoxi-7-oxogedunia, deacetilgedunina, andirobina, gedunina , metil-
angolesato (AMBROZIN et al., 2006; SILVA et al., 2009).

Os limondides séo terpenos da subclasse tetra-nor-triterpenoides oxigenados.
S&o insoluveis em agua, mas soluveis em hidrocarbonetos, alcool e acetona (ROY &
SARAF, 2006; MOHAMAD et al., 2009).

Estudos sobre a acdo dos tetranortriterpendides da andiroba indicam que

estes presentam elevado efeito anti-inflamatério e antialérgico, pois inibem a
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ativagcdo e migracdo de leucdcitos, impedindo a acédo de diferentes mediadores pro-
inflamatoérios (FERRARIS, 2012).

)k/\/\/\/a/\/\/\/ Acido oléico
HO

O

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH Acido Palmitico
I Acido Miristico
Acido linoléico

/\/\/\/\/\/\/\/\*oﬂ Acido Estedrico
H3CMWOH Acido Araquidico

Figura 12. Principais constituintes do 6leo de Andiroba
Fonte: Adaptado de MIRANDA-JR, 2010; ORELANNA et al., 2004.

Alguns limondides da andiroba, como a azadiractina apresentam elevada
atividade inseticida (MATOS et al., 2009). A gedunina possui efeito antiplasmadico
frente ao Plasmodium falciparum (KIRANDEEP et al., 2009). O limondides 6a-
acetoxigedunina extraido do 6leo de andiroba apresenta alta atividade contra efeitos
da maléaria (PEREIRA et al., 2014).
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Figura 13. Compostos limondides isolados do 6leo de andiroba
Fonte: Adaptado de MIRANDA-JR, 2010.

Os oOleos essenciais, como 0s extraidos da andiroba, em virtude de seus
inUmeros constituintes (terpenos, fenilpropandides, etc.), apresentam aplicabilidade
em inlUmeras areas, com destague na terapéutica. Estudos realizados com 6leos de
diversos vegetais ja detectaram que as principais atividades apresentadas por estes
sdo: antimicrobiana, angiogénica, antinociceptiva, antioxidante e antinflamatoria
(NASCIMENTO et al., 2007; SOUZA et al., 2007; WOLFFENBUTTE, 2007; PESSOA
et al., 2012; SOUZA et al., 2014).
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2.7 O Processo de Angiogénese

A angiogénese consiste no desenvolvimento de novos vasos sanguineos a
partir dos ja existentes. Ela comeca no local lesado da parede de vasos sanguineos
e atinge as fases de ativacdo, proliferacdo de células endoteliais e migracdo
(KARAMYSHEVA, 2008).

Em adultos, a formacéo e o crescimento de novos vasos estdo sob preciso
controle. Este processo sofre ativacdo em condi¢cdes estritamente definidas, como
na cicatrizacdo de feridas, ovulacéo, nidacao, crescimento, dentre outros. Por outro
lado, existe uma angiogénese patoldgica a qual esta relacionada com o surgimento
de doencas como artrite, psoriase, retinopatia diabética, degeneracdo macular e
neoplasias malignas (FOLKMAN, 1971; SAFATLE et al., 2002).

O processo angiogénico € regulado por um complexo sistema de controle

formado por fatores pro- e antiangiogénicos e envolve algumas etapas (Figura 14).

LEGENDA
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Figura 14. Representacdo do processo angiogénico
Fonte: SILVA et al., 2007.

Quando as citocinas angiogénicas estimulam as células endoteliais do vaso-
mae, a lamina basal destas células sofre degradacédo por proteases. Deste modo, as
células endoteliais sdo dirigidas ao estroma perivascular onde se proliferam e
iniciam o brotamento capilar. Com a expanséo do broto, este assume uma estrutura

tubular e nova lamina basal. Com a proliferacdo do endotélio, os tubulos


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-93322007000100002#fig1
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microvasculares se interligam por anastomose e originam a cadeia circulatéria
(GIANIS & RUBSAN, 1997; SILVA et al., 2007).

As células endoteliais apresentam rapida capacidade de divisdo em resposta
a estimulos fisioldgicos, os quais podem resultar na ativacdo de angiogénese. Neste
sentido, inimeros peptideos sdo conhecidos por apresentarem atividade reguladora
de angiogénese, como o fator acido de crescimento de fibroblastos (aFGB), fator
basico de crescimento de fibroblastos (bFGF), a angiogenina, o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
dentre outros (KARAMYSHEVA, 2008; VALIATTI et al., 2011).

Os estudos mais recentes assumem que 0 evento critico na regulacdo da
angiogénese € a cascata de sinalizacdo envolvendo o VEGF. Esta conclusdo é
baseada nas propriedades biologicas deste fator (KARAMYSHEVA, 2008). O VEGF
€ um fator de sobrevivéncia para células endoteliais in vitro e in vivo uma vez que
ele impede a apoptose destas células na auséncia de nutrientes. Além disso, o
VEGF apresenta efeito indutor na expressdo de proteinas anti-apoptéticas (Bcl- 2 e
Al) em células endoteliais (JACQUES et al., 1999). Sua capacidade de inducédo do
aumento de permeabilidade vascular é cerca de 50.000 vezes superior & histamina
(COTRAN et al., 1999).

A familia de VEGF (Figura 15) apresenta seis membros: VEGF- A, VEGF- B,
VEGF- C, VEGF- D, VEGF- E e P1GF. Destes, o VEGF- A possui maior atividade no
processo angiogénico. Estes fatores podem ativar um ou mais dos receptores
conhecidos (VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3). As proteinas transmembranicas
VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (Flt-2) sdo receptores de alta afinidade de VEGF com
dominio tirosina-quinase e sdo expressas, talvez exclusivamente, no endotelio
vascular (POURGHOLAMI & MORRIS, 2008).

A ligacdo entre VEGF e seus receptores medeiam 0 processo angiogénico,
conduzindo a dimerizacdo do receptor e uma subsequente transducdo de sinal
(HICKLIN & ELLIS, 2005). Essa ligacdo inibe o fluxo de calcio citoplasmatico e
aumenta sua concentracdo, altera a forma, e promove divisdo e migracao celular
(FERRARA, 2004).

Com o aumento da permeabilidade venosa, as proteinas plasmaticas vao
para 0 meio extravascular e deste modo, ocorre a coagulacdo do fibrinogénio e
formacdo de gel de fibrina a qual € utilizada como matriz contingente para o
crescimento de novos vasos sanguineos (FOLKMAN, 1986; DVORAK, 1995).
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Figura 15. Ligacdo entre as moleculas de VEGF e seus receptores
Fonte: HICKLIN & ELLIS, 2005.

O aumento da permeabilidade vascular parece anteceder e acompanhar a
angiogénese em diversos processos fisiolégicos e patologicos, o que torna o VEGF
um importante mediador de angiogénese (NAGY et al., 2008).

O VEGF é um mediador-chave da angiogénese em céanceres, onde sua
regulacédo é efetuada pela expressdo de oncogenes, fatores de crescimento (Fator
de Crescimento Epidérmico - EGF, Fator de Crescimento Transformante - TGFa e
TGFb, Fator de Crescimento semelhante a Insulina 1, Fatores de Crescimento de
Fibroblastos — FGF e IGF-1, Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas - PDGF,
etc.) e hipoxia. Para que um tumor cresca além de 1-2 mm, é necessaria a presenca
de vasos sanguineos para um maior fornecimento de nutrientes e oxigénio uma vez
gue as células neoplasicas apresentam um metabolismo acentuado (FORSYTHE et
al., 1996; CARMELIET, 2003; CARMELIET, 2000; VIRREY et al., 2008).

Os vasos tumorais formados sob a influéncia de VEGF sédo estruturalmente e
funcionalmente anormais. Eles estdo dispostos de forma irregular, tortuosa, e néo
estdo organizados em vénulas, arteriolas e capilares. Além disso, sdo permeaveis e
hemorragicos, o que leva a alta pressao intersticial (JAIN et al., 2002).

Estas caracteristicas fazem com que o fluxo sanguineo do tumor seja baixo, o
que resulta em hipdxia e maior producédo de VEGF. O papel central deste fator na
producdo de vasos tumorais se tornou um importante alvo na terapia anticancer
(CARMELIET, 2005; ALVARENGA et al., 2014).
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A ativacdo do fator VEGFR-3 tem sido observada em diferentes tipos de
tumores, tais como o melanoma. Nestes casos, 0s elevados niveis de expressao de
VEGFR-3 e seus ligantes (VEGF-C e VEGF-D) estdo associados com metastases
(KIRKIN et al., 2001; PEPPER et al., 2003). Nas células de melanoma M21, este
fator ativa as integrinas aV3, que estdo envolvidas na adesdo e migracao celular
(BYZOVA et al., 2000).

Os receptores VEGFR sédo altamente expressos em casos de mesotelioma
(STRIZZI et al., 2001). Também, este fator estimula a proliferacdo e migracdo de
células leucémicas humana (DIAS et al., 2000). A inducédo da ativacdo e crescimento
de células MAPKs (Proteinas quinases ativadas por mitégenos) em linhagens
celulares de cancer pancreatico humano (VON MARSCHALL et al., 2000). Em
células de cancro da mama (T-47D), o VEGF estimula a CPAM (malformacao
congénita das vias aéreas pulmonares) e enzimas PI3K (Fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato-3-quinase) as quais participam de fungdes celulares, como o crescimento,
proliferacéo, diferenciacéo, motilidade celular (PRICE et al., 2001).

Deste modo, percebe-se que além de sua importante funcédo no processo de
angiogénese, o VEGF também atua na biologia de varias linhagens celulares
tumorais (CARMELIET, 2005).

2.7.1 Vegetais estimuladores e inibidores de angiogénese

Em virtude da grande importancia da angiogénese em processos fisiologicos
e patolégicos, inumeras pesquisas relacionadas a descoberta de fatores
angiogénicos e antiangiogénicos estdo sendo realizadas. Neste sentido, se
destacam os estudos envolvendo plantas medicinais (DIAS et al., 2003).

A atividade angiogénica de varias plantas ja foi constatada em estudos
experimentais, auxiliando, principalmente, no entendimento do processo cicatricial
de lesBes. Um importante exemplo é o latex oriundo da planta Hevea brasiliensis, o
qual possui importantes componentes quimicos (proteinas, acidos aminados, etc.)
que induzem a angiogénese e a neoformacédo em tecidos biolégicos. Além disso, a
membrana da borracha natural favorece o processo cicatricial e a vascularizacao
(AGOSTINI, 2009).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dvegf%2Boncogenes%26biw%3D1024%26bih%3D677&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.nature.com/onc/journal/v22/n22/full/1206285a.html&usg=ALkJrhiaGPmyScgYEQ-D0PtVfGyBLLYjEA#bib4
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dvegf%2Boncogenes%26biw%3D1024%26bih%3D677&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.nature.com/onc/journal/v22/n22/full/1206285a.html&usg=ALkJrhiaGPmyScgYEQ-D0PtVfGyBLLYjEA#bib30
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dvegf%2Boncogenes%26biw%3D1024%26bih%3D677&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.nature.com/onc/journal/v22/n22/full/1206285a.html&usg=ALkJrhiaGPmyScgYEQ-D0PtVfGyBLLYjEA#bib7
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dvegf%2Boncogenes%26biw%3D1024%26bih%3D677&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.nature.com/onc/journal/v22/n22/full/1206285a.html&usg=ALkJrhiaGPmyScgYEQ-D0PtVfGyBLLYjEA#bib34
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dvegf%2Boncogenes%26biw%3D1024%26bih%3D677&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.nature.com/onc/journal/v22/n22/full/1206285a.html&usg=ALkJrhiaGPmyScgYEQ-D0PtVfGyBLLYjEA#bib23
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Outras pesquisas envolvendo a Hevea brasiliensis demostram que uma
proteina (chaperonina) presente neste vegetal induz o aumento da permeabilidade
vascular, angiogénica e acelera o0 processo cicatricial, além de promover a
proliferacdo celular da linhagem Hek293T (Human Embryonic Kidney 293 cells)
(MENDONCA, 2008).

O extrato etandlico das flores de Calendula officinalis (caléndula) e de
Arrabidea chica (crajiru) apresentam atividade angiogénica e cicatrizante em feridas
cutaneas de ratos (PARENTE, 2008; JORGE, 2013).

A aloina (peptideo encontrado no extrato do parénquima clorofiliano da Aloe
barbadensis) induz a vasculo/angiogénese in vitro superando o efeito do fator
angiogénico FGFb na formacao de vasos primarios (BERTI, 2008).

Por outro lado, os estudos mais recentes com plantas medicinais tém
buscado a descoberta de compostos antiangiogénicos os quais sao apontados como
inibidores de tumor. Com a descoberta da relagéo entre o processo angiogénico e a
formacdo de tumores, alguns medicamentos de origem vegetal, que inibem a
angiogénese, ja estdo em uso. Cerca de 60 a 75% dos farmacos utilizados no
tratamento de neoplasias e doencas infecciosas, tém de fontes naturais (VEIGA-JR
et al., 2005). Esta nova classe de farmacos visa impedir o desenvolvimento de
tumores através da inibicdo da angiogénese, gerando menos efeitos colaterais
guando comparados a alguns quimioterapicos (FOLKMAN, 2006).

Um importante exemplo € o medicamento Gencitabina o qual, quando
associado com a emodina (tipo de antraquinonas - composto fendlico, presente em
alguns vegetais) apresenta elevada ac¢éo inibitéria da proliferacdo de células
cancerigenas pancreaticas in vivo e in vitro (HE et al., 2009).

As antraquinonas presentes no vegetal Rheum rhabarbarum (ruibarbo),
possuem atividade inibidora de angiogénese através de um mecanismo que,
provavelmente, envolve a diminuigcdo de fatores pro-angiogénicos, como citoquinas
pro-inflamatérias em macréfagos e inibicdo de NF-kB (Fator Nuclear Kappa B),
MAPK, e PI3K (HU et al., 2014).

Também, o artesunato, derivado semissintético do composto sesquiterpénico
artemisinina o0 qual é extraido da planta Artemisia annua L., apresenta potencial
atividade no tratamento anticancer, pelo mecanismo antiangiogénico. Estudos
indicam seu efeito contra leucemia mieloide crbnica in vitro e in vivo, em

concentracdes de 0,75-100 pyg/mL (ZHOU et al., 2007). Além disso, este composto
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possui baixa toxicidade o que demonstra que este pode ser um antileucémico
promitente (BRANDAO et al., 2010).

Em ensaio in vivo utilizando membrana corioalantéide (MCA) de embribes de
galinha, trés glicosidios flavonodides: rutina (quercetina 3-O-rutinosideo), campferol
(3-O-robinobiosideo) e campferol (3-O-rutinosideo), extraidos do extrato aquoso das
folhas da planta Melia azedarach apresentam elevado efeito anti-angiogénico em
(KUMAZAWA et al., 2013).

Ensaios com o extrato de diclorometano da casca de Garcinia amplexicaulis
mostrou que a presenca de tocotriendis, triterpenos e xantonas inibem, in vitro, a
angiogénese, adesdo e migracdo de células endoteliais induzida por VEGF
(LAVAUD et al., 2013).

Os demais estudos que objetivam avaliar a potencial atividade anticancer de
plantas medicinais em linhagens celulares humana tém contribuido para o avanco
das pesquisas atuais, além de auxiliar na escolha de outros modelos e estudos de
mecanismos de ac¢do (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

4.2. Vegetais com atividade genotdxica e antigenotoxica

Durante o processo evolutivo, os vegetais desenvolveram meios naturais que
Ihes fornecem defesa contra o ataque de predadores, bactérias, fungos e insetos.
Estes recursos se tratam de substancias quimicas com atividades toxica e
genotoxica (FERRER et al., 2009).

Dentre os compostos vegetais de maior toxicidade destacam-se os alcaloides
pirrolizidinicos, os glicosideos cianogénicos, teobrominas, flavonoides e alguns 6leos
volateis. Eles causam hepatotoxicidade, carcinogénese, teratogénese e
genotoxicidade (KHAN et al., 2005; VARANDA, 2006; RIET — CORREA et al., 2011).

Cerca de 3% das plantas que possuem flores apresentam os alcaloides
pirrolizidinicos, considerados 0os compostos mais toxicos. As familias mais comuns
gue apresentam este principio ativo sdo Asteraceae, Fabaceae e Boraginaceae
(WIEDENFELD & EDGAR, 2011).

As substancias genotdxicas interagem com os acidos nucléicos e produzem
mudangas em sua estrutura ou funcdo (CRUZ & FREITAS, 2010). As mutagOes

ocasionadas em células germinativas podem originar danos hereditarios, e quando


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kumazawa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24555281
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ocorrentes em células somaticas, o efeito mais comum é a formacdo de tumores
(benignos ou malignos) (ARUOMA, 2003).

Os compostos genotoxicos estdo distribuidos nos ecossistemas e sédo
deslocados e acumulados por meio das cadeias troficas, causando alteracbes
genéticas ou atividades genotdxicas em individuos ou populacdes expostas
(VARANDA, 2006). Grande parte destes compostos possui relacdo com a formacao
de EROS as quais tém importante contribuicdo em processos degenerativos, lesdes
no DNA, mutacdes relacionadas ao cancer, problemas cardiacos e envelhecimento
(MOHAN & MELTZ,1994; ANDERSON et al., 1995).

Alguns vegetais que provocam genotoxicidade ja foram descritos. O extrato
metandlico da folha de Strychnos pseudoquina, por exemplo, apresentam efeito
genotdxico in vivo devido a alta quantidade de alcaloides (SILVA et al., 2005). O
extrato metandlico de Byrsonima crassa induz a mutagenicidade em virtude da
presenca de flavonoides, como a amentoflavona (CARDOSO et al., 2006).

Mesmo com determinadas plantas medicinais apresentando compostos
toxicos de atividade mutagénica, o consumo das mesmas pode diminuir os efeitos
de agentes mutagénicos que estejam agindo sobre o organismo humano (BAGATINI
et al., 2007).

Muitos vegetais apresentam substancias com propriedades antigenotédxicas.
Dentre elas estdo os carotenoides (Vitamina A e licopeno), flavonoides, alcaloides
(triptofol), compostos fendlicos (curcumina), acido ascorbico (vitamina C), acido
elagico, acido galico, acido tanico, acido oleandlico, acidos graxos insaturados,
dentre outros (SASAKI et al., 1994; ANDERSON et al., 1995; NAKASUGI & KOMAI,
1998; SIPPEL et al, 1998; ANTUNES & ARAUJO, 2000; NEJI et al., 2005;
GUTERRES, 2009; BERNI et al., 2012; MARCHIORI et al., 2013).

A maior parte das substancias vegetais com ac¢do antigenotéxica, tem funcao
antioxidante (Figura 16) onde atuam no sequestro de ERO (RAMALHO & JORGE,
2006; ALVES et al., 2007).

Os antioxidantes primarios (compostos fenélicos) removem ou inativam 0s
radicais livres que se formam durante a iniciacdo da reacao, atraves da doacéo de
atomos de hidrogénio a estas moléculas, impedindo a reacdo em cadeia (SIMIC &
JAVANOVIC, 1994). Alguns vegetais com ac¢éo antioxidante sdo a Malpighia glabra
(acerola), Euterpe oleracea (acai), Rubus L. (amora) e Fragaria x ananassa Duch.
(morango) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
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ROO*+ AH — ROOH+ A°

R*+ AH — RH+ A"

onde: ROO" e R” - radicais livres; AH - antioxidante
com um dtomo de hidrogénio ativo e A® - radical inerte

Figura 16. Mecanismo de acdo de antioxidantes primarios
Fonte: RAMALHO & JORGE, 2006.

Um recente estudo apontou que o0 aparecimento de lesdes no material
genético esta relacionado a reducdo do consumo de frutas, pois importantes
compostos naturais, como a vitamina C, influenciam na capacidade de reparo do
DNA levando ao aparecimento de tais lesbes (SLYSKOVA et al., 2014).

Também, pesquisas com o0 O6leo essencial de Curcuma longa (acafréo)
demonstram que este apresenta importante efeito antimutagénico, in vitro, através
da inibicdo de isoformas de enzimas (citocromo P450) ativadoras de carcin6genos
como o tabaco e azida sodica (LIJU et al., 2014).

Cardeni e coloboradores (2000) verificaram que o ch& preto das folhas de
Camellia sinensis reduz a inducdo de focos neoplasicos intestinais de ratos,
provocados pelo azoximetano. O latex de Synadenium umbellatum, em
concentracfes entre 10 e 30 mg/kg, reduz o efeito mutagénico provocado pela
mitomicina em camundongos (MELO-REIS et al., 2011).

Os compostos fendlicos presentes na semente do cravo (Syzygium
aromaticum L.) possuem atividade antimutagénica para algumas cepas bacterianas
(Salmonella typhimurium TA98 e TA100) através de seu efeito antioxidante que
elimina os radicais 2,2 difenil-1-picril-hidrazila - DPPH e inibe a peroxida¢éo do acido
linoleico (SULTANA et al., 2014).

O flavonoide Rutina (vitamina P) reduz a hiperplasia epidérmica de
camundongos quando estes sdo expostos a radiacdo UV. Este composto inibe
significativamente a expressao da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2), induzida por
raios UV, e a sintese de Oxido nitrico, ambos atuantes em processos inflamatérios.
Especificamente, a rutina atenua a fosforilacdo das proteinas p38 (MAP) quinase e
cinase Jun-N-terminal (JNK) as quais atuam na producdo de citocinas pro-
inflamatorias (interleucinas IL-1 B, TNF a e IL-6), na inducéo de COX-2 e expressao
do oxido nitrico (CHOI et al., 2014; ZARUBIN & HAN, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Slyskova%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24674629
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O intenso uso de vegetais pela populacdo se deve pelas inameras
propriedades farmacologicas e bioldgicas dos mesmos. Inumeros compostos
quimicos e seus efeitos ja foram descritos na literatura e a investigacdo por novos
vegetais de carater farmacologico tém aumentado. Diante disso, o presente estudo
se objetivou em avaliar os efeitos genotoxico e antigenotdxico do éleo da semente
de Carapa guianensis (Andiroba), além de investigar sua possivel atividade

angiogénica.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Avaliar as possiveis atividades angiogénica, genotdxica e/ou antigenotodxica,

do Oleo da semente de Carapa guianensis (Andiroba).

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar se o 0Oleo da semente de andiroba apresenta genoxotoxicidade
mediante a realizacdo de experimentos “in vivo”, utilizando como método
experimental, o teste de micronicleo em medula éssea hematopoiética de

camundongos.

Avaliar a possivel atividade antigenotoxica do 6leo da semente de andiroba
mediante realizacdo de experimentos “in vivo”, pelo tratamento do 6leo da
planta junto a dois compostos genotdxicos, Mitomicina C (MMC) e
Ciclofosfamida (CP), utilizando o teste de micronicleo em medula Ossea

hematopoiética de camundongos.

Avaliar o possivel efeito angiogénico do 6leo da semente de andiroba
mediante realizacao de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo
experimental a membrana corioalantéide (MCA) do ovo embrionado de

galinha.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Oleo da semente de Andiroba

O oleo foi adquirido no comércio de Brasilia-DF pela empresa MUNDO DOS
OLEOS LTDA, CNPJ: 14.571.630/0001-20. O ¢6leo foi produzido e distribuido pela
mesma empresa, incluso no lote: ANR 50-1/739 e com validade em 30 de marco de
2015. A densidade calculada do 6leo foi de 1000 mg/mL.

4.2. Avaliacao da atividade angiogénica na MCA

O ensaio da MCA é comumente usado em estudos da angiogénese comum e
até mesmo com enxerto de células tumorais (KURZS et al.,, 1994; MALIK et al.,
2000). Também permite verificar o potencial de irritacdo de solventes, além de
agentes estimulantes e inibidores da angiogénese, bem como a toxicidade de
drogas em termos de morte do embrido ou atividades adversas na MCA, como
inflamagéo e neovascularizagéo (RIBATTI et al., 1996; PARSONS-WINGERTER et
al., 1998, 2000; VINARDELL & MITJANS, 2006; VARGAS et al., 2007).

4.2.1. Ovos embrionados

Foram utilizados 100 ovos férteis de galinha (Gallus domesticus) linhagem
Rhoss, adquiridos na granja da chacara Sao Domingos a qual se localiza no Km 9
da estrada velha para Bela Vista, Vale dos Pampas, Aparecida de Goiania. Deste

total, 16 amostras foram analisadas.

4.2.2. Controles para o teste da MCA

a) Controle negativo: Soro fisioldgico (Arboreto®), lote 09087212, com validade em

fevereiro de 2016.
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b) Controle inibidor: Solucdo de dexametasona 4mg/mL - Aché Laboratorios
Farmacéuticos®, Lote n? 2.668, com validade em abril de 2016.

c) Controle indutor: soro do latex da Hevea brasiliensis - REGEDERM®. Produzido
pela empresa Pelenova Biotecnologia S.A. Lote n® 00100287, com validade em
janeiro de 2016.

4.3. Teste do Micronucleo

4.3.1. Camundongos

Para realizar os testes de genotoxicidade e antigenotoxicidade foram
utilizados 75 camundongos machos, saudaveis, da espécie Mus musculus linhagem
Swiss Webster, oriundo do Biotério da Pontificia Universidade Catoélica de Goias,
apresentando peso corpéreo entre 30 e 40 gramas e faixa etaria entre 45 e 60 dias.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno, forradas
com maravalha, conforme padrbes internacionais. Receberam agua e racdo
balanceada ad libitum. A maravalha foi trocada a cada trés dias.

Os camundongos ficaram em sala de experimentacdo arejada com
temperatura média de 21°C, com sistema de ventilacdo, ciclo de claro- escuro
(claridade 07: 00 - 19: 00, escuro 19: 00 - 07: 00).

Foram necesséarios 55 camundongos para os testes de genotoxicidade e
antigenotoxicidade, além de 20 animais para os controles negativo e positivo. O
protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Pontificia Universidade Catélica de Goias (Protocolo n® 0003-1/2014).

4.3.2. Controles e reagentes

a) Controle negativo (diluidor do 6leo de andiroba) - Oleo de Soja: produzido pela

empresa Granol®.
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b) Controle positivo - Mitomicina C: fabricado por Bristol Myers Squibb®, Lote
360.170.2., fabricado em marc¢o de 2013, com validade em fevereiro de 2015.

c) Controle positivo - Ciclofosfamida: fabricado por Baxter Healthcare®, em outubro
de 2013, Lote 3J709, com validade de trés anos.

d) Soro Bovino Fetal: Laborclin®, lote 221619, com validade em fevereio de 2015.

e) Corante para células hematolégicas segundo Leishman (eosina, azul de
metileno). Preparado realizado no Laboratério da Area de Saude (LAS) da PUC.

4.4 Metodologias utilizadas

4.4.1. Procedimento experimental para avaliagao “in vivo” da atividade

angiogénica

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automética a
temperatura de 38°C e em ambiente Umido (65%), e deslocados lateralmente a cada
15 minutos, durante os cinco primeiros dias de incubacdo. No quinto dia, foi
realizada, na casca do ovo, uma abertura circular (1,0 cm de diametro) em sua base
maior (onde esta localizada a camara de ar) com auxilio de uma micro-retifica
Dremel (Figura 17) (RIBATTI et al, 1996).
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Figura 17. Abertura circular na base

maior do ovo com uso de micro-retifica
Fonte: Acervo da autora/2014.

Apés a realizacao da abertura na casca do ovo, foi utilizado seringa e solugéo
salina estéreis, para deposi¢cdo de uma gota de NaCl (0,9% p/v) a fim de auxiliar na
retirada da membrana da casca, para exposi¢cdo da MCA ja vascularizada (Figura
18).
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Figura 18. Remocéao da membrana da casca

para exposi¢cdo da MCA
Fonte: Acervo da autora/2014.

Ao final do 13° dia de incubacédo, discos de papel de filtro com 1cm de
diametro, receberam 3 pL da substancia teste (6leo de andiroba - 1000 mg) e dos
controles negativo (agua destilada), inibidor (solu¢cdo de dexametasona) e indutor
(Regederm®).

Os discos foram depositados diretamente sobre a membrana de forma
cuidadosa. Todos os ovos voltaram para a incubacédo até o 16° dia, quando entéo
foram retirados da incubadora (RIBATTI et al., 2001).

4.4.2. Andlise histolégica da MCA

A membrana corio-alantéide do ovo de galinha com a rede vascular neo-
formada foi fixada em solugdo de formol a 10% e incluida em bloco de parafina.
Posteriormente, foram preparados cortes histolégicos e corados com solucdo de
hematoxilina-eosina, segundo técnica classica padronizada (RIBATTI et al., 2001).

O material foi observado em microscopia éptica comum em aumento de 40x e
as imagens das MCAs foram fotografadas por uma camara digital (Sony Cyber-shot
6.0 mega pixels), em condi¢cdes padronizadas, adaptada a uma lupa. A éarea
percentual de cada amostra de MCA foi quantificada pelo processamento da
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imagem utilizando programa de dominio publico Gimp for Windows (verséo 2.0.5) e
Image J (versdo 1.28) para visualizacdo dos vasos sanguineos (WILTING et al.,
1991).

As imagens foram processadas de forma que a saturacdo, luz e contraste
proporcionaram melhor resolu¢do dos vasos sanguineos, 0s quais foram
quantificados em pixels correspondentes. O nivel de vascularizacdo do campo de
imagem observado é correspondente a quantidade de pixels selecionada (MANSUR
et al., 2006).

No ensaio da MCA, a rede vascular da membrana corioalantéide do embrido
de galinha é utilizada como uma regido sensivel a estimulos angiogénicos e
antiangiogénicos. A MCA é altamente vascularizada e se forma através da fusdo das

membranas cérion e alantoide (Figura 19) (GALDOS-RIVEROS et al., 2010).

Membranas extraembionarias

A
r \

Alantoide CORION

Amnion SACO VITELINICO

VITELO

EMBRIAO (nutrientes)

Cavidade amniotica
com fluido amniédtico

Figura 19. Estrutura do ovo embrionado de galinha
Fonte: Adaptado de MARTINS, 2013.

4.4.3. Avaliacdo das atividades genotéxica e antigenotoxica do Oleo de

andiroba pelo teste do micronucleo

Foram realizados ensaios “in vivo”, em camundongo através do teste de
micronucleo. Este teste é utilizado para detectar danos cromossoémicos induzidos

por agentes genotoxicos. Os micronucleos (MN) sdo formados na anafase, onde


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=C%F3rion
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Alantoide
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crométides e fragmentos cromossémicos acéntricos se atrasam em relacdo aos
elementos com centrébmeros, quando estes se ligam aos polos do fuso. Apls a
telofase, os cromossomos nado danificados e os fragmentos de centrbmeros déao
origem aos nucleos filhos. Os elementos que se atrasam sdo também incluidos nas
células filhas, mas muitos se transformam em um ou varios nucleos secundarios,
muito menores que o nucleo principal denominados de microndcleos (SCHMID,
1975).

Em conformidade com o teste do microndcleo de Schmid (1975) com
adaptacao de Berni et al (2012), os camundongos foram divididos em 15 grupos de
cinco animais cada. Em seguida, foram pesados e marcados individualmente. Os
grupos consistiram em Pré-tratamento (grupos 1, 2, 3, 4 e 5 da Tabela 2), Co-
tratamento (grupos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 da Tabela 2) e Pés-tratamento (grupos
14 e 15 da Tabela 2).

Na avaliacdo antigenotoxica do 6leo da semente de andiroba pelo pré-
tratamento, dois grupos com cinco animais cada, foram tratados com o 6leo nas
doses de 250 e 500 mg/kg de peso corporal (p.c.), via intraperitoneal (ip),
respectivamente, durante cinco dias, seguido pela administracdo do controle positivo
(Ciclofosfamida — CP- na dose de 50 mg/kg p.c.), via ip, duas horas apés o ultimo
tratamento com o 6leo de andiroba. Um grupo controle teste foi tratado apenas com
o Oleo de andiroba na dose de 500 mg/kg p.c., via ip, por cinco dias, afim de verificar
seu possivel efeito genotoxico.

O grupo controle positivo recebeu uma dose Unica de 50 mg/kg p.c. da CP,
via ip, e o grupo controle negativo foi tratado com 6leo de soja (substancia veiculo)
via ip, na proporcdo de 0,1 ml/10g de p. c. por cinco dias. Todos os animais foram
eutanasiados 24 horas depois do tratamento com a CP.

Para avaliar a antigenotoxicidade do 6leo de andiroba pelo pés-tratamento,
dois grupos de animais foram inicialmente tratados, via ip, com a CP na dose de 50
mg/kg p.c., e apds 6 e 12 horas foram administradas as doses de 250 e 500 mg/kg
p.c., via ip, do 6leo de andiroba respectivamente.

O grupo controle positivo foi tratado com a CP na dose de 50/kg p.c. via ip,
engquanto o negativo recebeu a substancia veiculo uma Unica vez (6leo de soja ip na
proporcdo de 0,1 ml/10g p.c.). Decorrido um periodo de 24 horas apoés a injecdo da

CP, os animais foram eutanasiados.
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Na avaliacdo da antigenotoxicidade pelo co-tratamento, trés grupos de
animais receberam, uma uUnica vez, as doses de 250, 500 e 1000 mg/kg p.c. via ip
do 6leo de andiroba concomitante a administracéo, via ip, da CP (dose de 50 mg/kg
p.c.). Outros trés grupos de animais receberam as mesmas doses do Oleo de
andiroba relatados anteriormente, respectivamente, concomitante a administracéo
da Mitomicina C (MMC na dose de 4 mg/kg p.c. via ip). Um grupo de animais
recebeu, via ip, apenas a dose de 1000 mg/kg p.c. do 6leo de andiroba, funcionando
assim como um grupo controle teste.

Para o controle positivo do co-tratamento, dois grupos de animais foram
tratados via ip com a dose de 50 mg/kg p.c. da CP e 4 mg/kg p.c. da MMC,
respectivamente. Ressalta-se que um unico grupo controle da CP foi utilizado para
0s trés tipos de tratamento antigenotoxico empregados neste estudo.

Também, o grupo controle negativo foi o0 mesmo utilizado para o pés-
tratamento. Todos os animais desse grupo foram eutanasiados 24 horas apds o0s
respectivos tratamentos.

A tabela da pagina seguinte representa os grupos e doses utilizadas neste

estudo para o teste do MN.
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Tabela 2. Substancias administradas nos grupos de tratamento

Grupos Substancias e doses administradas / periodo de
tratamento
1 Oleo da semente de andiroba a 250mg/kg e CP a
50mg/kg / 5 dias
2 Oleo da semente de andiroba & 500mg/kg e CP a
Grupos de 50mg/kg / 5 dias
pre-
tratamento 3 Controle positivo - CP a 50mg/kg / 24 horas
4 Controle teste - 6leo da semente de andiroba a 500mg/kg
/ 5 dias
5 Controle negativo* - Substancia veiculo / 5 dias
6 Oleo da semente de andiroba a 250mg/kg e CP a
50mg/kg / 24 horas
7 Oleo da semente de andiroba & 500mg/kg e CP a
50mg/kg / 24 horas
Grupos de )
Co- 8 Oleo puro da semente de andiroba (1000mg/kg) e CP a
tratamento 50mg/kg / 24 horas
9 Oleo da semente de andiroba a 250mg/kg e MMC a
4mg/kg / 24 horas
10 Oleo da semente de andiroba & 500mg/kg e MMC a
4mg/kg/ 24 horas
11 Oleo puro da semente de andiroba (1000mg/kg) e MMC
a 4mg/kg / 24 horas
12 Controle - Oleo puro da semente de andiroba
(1000mg/kg) / 24 horas
13 Controle Positivo - MMC a 4mg/Kg / 24 horas
14 Controle negativo* - Substancia veiculo / 24 horas
Grupos de 15 Oleo da semente de andiroba & 250mg/kg® e CP a
Poés- 50mg/kg / Pés-tratamento de 24 horas
tratamento )
16 Oleo da semente de andiroba a 500mg/kg? e CP a

50mg/kg / Pés-tratamento de 24 horas

*Qleo de soja (0,1 ml/10g p.c.). Fonte: Acervo da autora/2014.

O processo de eutanasia ocorreu por deslocamento cervical. A epifise

proximal do fémur foi cortada e a medula 6ssea hematopoiética aspirada com soro
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bovino fetal. Ap6s a homogeneizacdo da medula no soro, esta foi centrifugada a 300
X g por cinco minutos. O sobrenadante foi parcialmente descartado e a preparagéo
laminar foi feita com o precipitado. Ap0s a secagem das laminas, estas foram
coradas em solugéo de Leishmann (RIBEIRO et al., 2003).

As laminas foram analisadas avaliando-se 1000 eritrécitos policromaticos e
computados simultaneamente com a frequéncia dos eritrécitos normocromaticos em
duas laminas para cada animal e sendo estas examinadas em objetivas de imerséo
(SILVA e SILVA, 2003).

ApGs o processo de eutanasia os animais foram embalados e congelados por
30 dias, apos esse periodo os mesmos foram descartados em lixo hospitalar.

O teste do MN é o ensaio, in vivo, mais amplamente utilizado para a deteccéo
de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregacdo cromossomica anormal), sendo internacionalmente
aceito como parte da bateria de testes recomendada para a avaliacdo do potencial
mutagénico e para o registro de novos produtos quimicos que entram anualmente no
mercado mundial. Este teste foi desenvolvido em eritrocitos de medula 0ssea de
camundongos (SCHIMID, 1971).

A frequéncia MN é analisada em eritrocitos policromaticos (EPC, eritrécitos
jovens) de medula éssea de camundongos, mas pode, também, ser analisada em

eritrocitos normocromaticos (ENC, eritrécitos maduros) (HEDDLE, 1973).

4.5. Andalise de dados

Para analisar a atividade genotdxica ou antigenotéxica do 6leo da semente de
andiroba, foi realizado através da comparacdo das frequéncias dos resultados
obtidos dos grupos tratados com o0s grupos de controle positivos, o teste t de
Student. Esses resultados também foram comparados ao grupo de controle
negativo pelo mesmo teste.

O valor de p foi considerado significativo quanto menor que 0.05 (p< 0.05).
Para avaliar a acdo de citotdxica, considerou-se a relacdo de micronucleos
presentes em EPC e ENM das amostras que receberam o 6leo de andiroba, nas trés
concentracOes utilizadas, comparando-a aos controles positivos pelo teste de qui-

quadrado.
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Na andlise da atividade angiogénica ou antiangiogénica do 6leo de andiroba,
os resultados dos grupos foram comparados pela Andlise de Varianca (ANOVA) e
complementados pelo Método de Comparacdo mdultipla de Holm-Sidak. Os valores

de p< 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1. Atividade angiogénica pelo teste da MCA

No teste da MCA foi observada a possivel atividade angiogénica do 6leo puro
da semente de andiroba (concentracdo de 1000 mg), assim como do controle
negativo (dgua destilada), controle inibidor (solucdo de dexametasona) e controle
indutor (Regederm®).

A tabela abaixo apresenta os valores percentuais de vascularizagdo obtida
em amostras de MCAs ap0s tratamento com 6leo de andiroba juntamente com o0s

controles.

Tabela 3. Percentual de vascularizacao obtido no tratamento com 6leo de andiroba
e controles

| Contle muer - Conot egaio | Cortole MG oo
Andiroba

1 45,3 28,3 9,8 57,3
2 49,1 29,7 13,4 56,9
3 48,5 32,2 11,7 43,7
4 52,6 29,4 15,1 45,3
5 54,2 35,4 9,3 52,4
6 47,3 28,5 12,4 49,8
7 53,6 32,9 9,6 51,3
8 43,5 33,7 13,2 50,6
9 52,8 35,2 15,6 47,2
10 42,4 24,2 10,5 52,2
11 49,2 23,8 11,7 54,3
12 51,7 35,3 9,2 47,7
13 41,3 28,6 12,2 51,9
14 56,5 27,1 14,6 53,7
15 54,2 32,4 9,2 46,1
16 46,7 31,6 10,4 53.7
Média 49,3 30,5 11,7 50,7
Desvio Padréo 4.4 3,6 2,1 3,9
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Os dados encontrados, demostram que as 16 amostras tratadas com 6leo de
andiroba apresentaram valor médio de rede vascular em 50,7%. Este valor quando
comparado aos detectados nos controles negativo e inibidor foi maior, apresentando
diferenca estatistica significante (p< 0,05). Entretanto, ndo foram constatadas
diferengas entre as percentagens da rede vascular formada pelo 6leo de andiroba e
o controle indutor (p>0,05), uma vez que, a média percentual da rede vascular
analisada nestes estes grupos, foi semelhante.

Quando comparados os controles positivo e neutro, foi constatada diferenca
significativa (p< 0,05). Em relagdo ao controle inibidor, apresentou a reducdo da
vascularizacdo na MCA do ovo embrionado de galinha em relacdo ao controle
neutro (p< 0,05).

Na Figura 20, é possivel verificar a rede vascular dos controles e teste. O 6leo
de andiroba apresentou um aumento significativo na formacédo da rede vascular

indicando atividade angiogénica.

Figura 20. Rede vascular formada na membrana
corioalantéide do ovo embrionado de galinha apés o
tratamento com Oleo de andiroba juntamente com os

controles.

A — Controle negativo. B - Controle inibidor. C — Controle indutor.
D — Teste (6leo da semente de andiroba). (Fotografia obtida com
camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0 mega pixels).
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5.2. Avaliagcdo da atividade genotoxica e antigenotoxica pelo teste do
micronucleo

5.2.1. Co-tratamento

No teste do MN utilizando o co-tratamento, foi possivel observar que o0s
grupos que receberam as trés doses (250, 500 e 1000 mg.kg) do 6leo de andiroba
apresentaram uma reducgdo significativa do namero de MNs em relacdo aos
controles positivos (CP e MMC).

Comparando os grupos co-tratados com 6leo de andiroba (grupos 3, 4 e 5 da
Tabela 4) junto a CP com os grupos de MMC (grupos 7, 8 e 9 da Tabela 4) observa-
se que nao houve diferenca (p> 0,05) entre eles.

Por outro lado, todos os grupos co-tratados com 6leo de andiroba e controles
apresentaram o valor da relacdo EPC/ENC significantemente menor (p< 0,05)
quando comparados aos controles negativo e a dose pura (1000 mg.kg p.c. do 6leo
de andiroba.

O grupo co-tratado com a maior dose do 6leo (1000 mg.kg p.c.) e MMC
(grupo 9 da Tabela 4) apresentou o menor niumero de MN em relacdo ao controle
positivo aplicado. Além disso a relacdo EPC/ENC deste grupo foi a maior (0,7)
guando comparada aos grupos tratados com as menores doses.

A dose teste (1000 mg.kg p.c.) do Oleo de andiroba, ndo apresentou
diferenca (p> 0,05) em relacdo ao controle negativo, sendo semelhantes a relacao
EPC/ENC e o numero de MNs encontrados em ambos 0S grupos.

Os dois grupos de controle positivo (CP e MMC) apresentaram semelhanca
no nimero de MNs (p> 0,05) e na relacdo EPC/ENC.
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Tabela 4. Frequéncia de MNEPC e relacdo EPC/ENC da medula éssea de
camundongos co-tratados em 24 horas com trés doses do 6leo de andiroba e os
controles mitomicina e ciclofosfamida.

MNEPC
Grupos Tratamentos Dados Média + Valor )
N° de L de P no Relagéo
animais Individuais MN desvio padrao EPC/ENC
/1000EPC P

MN/1000 EPC

1 Controle negativo* 5 3-2-3-5-4 3,4+1,0172c¢ 0,9ac
2 Cp** 5 18-20-17-18-19 18,4 + 1,02 0,5
3 Oleo de andiroba

(250 mg.kg p.c.) +
CP (50 mg/kg)

ol

15-17-17-16-13 154+1,49%2 062

4 Oleo de andiroba
(500 mg.kg p.c.) +
CP (50 mg/kg)

(61

15-12-16-11-15 13,8 +1,93° 0,612

5 Oleo de andiroba
(1000 mg.kg p.c.) +
CP (50 mg/kg)

ol

12-11-17-13-15 13,6 £2,15°2 0,622

6 MMC*** 5 19-20-23-21-19 204 +1,5 0,5

7 Oleo de andiroba
(250 mg.kgp.c.) +
MMC (4 mg/kg)

ol

11-15-13-14-12 164+141° 0,6°¢

Oleo de andiroba
8 (500 mg.kg p.c.) +
MMC (4 mg/kg)

62

14-13-12-14-15 14+1,01°¢ 0,62 °¢

9 Oleo de andiroba
(1000 mg.kg p.c.) +
MMC (4 mg/kg)

(€

13-11-11-12-14 122+1,16° 0,7°¢

10 Oleo de andiroba
(1000 mg.kg
p-C-)****

ol

4-2-3-4-6 38+1,32f 0,9f

agbqguando comparado a CP; ¢e dquando comparado a MMC; € Houve diferenca significativa quando
comparado ao controle negativo (p< 0,05); f Ndo houve diferenca significativa quando comparado ao
controle negativo (p> 0,05).

*Controle negativo: 6leo de soja (0,1 ml/10g p.c.); **Controle Positivo: CP (50 mg.kg p.c.);
***Controle Positivo: MMC (4 mg.kg p.c.); ****Controle teste
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5.2.2 - Pré-tratamento

Os resultados do pré-tratamento (Tabela 5) indicaram que a dose teste do
0leo de andiroba (500 mg.kg p.c.) utilizada como controle teste, ndo apresentou
diferenca significativa (p> 0,05) no numero de micronucleos quando comparada ao
controle negativo.

Verificou-se que as doses de 250 e 500 mg.kg do 6leo de andiroba com o uso
de CP (50 mg.kg) apresentaram diferenca significativa (p< 0,05) no nimero de
micronucleos em relacdo aos valores detectados no controle positivo, sendo que a
dose de 500 mg.kg apresentou maior redu¢do no nimero de micronucleos (média
7,6), além de apresentar a maior relacdo EPC/ENC.

Tabela 5. Frequéncia de MNEPC e relacdo EPC/ENC da medula Ossea de
camundongos pré-tratados por cinco dias com duas doses do 6leo de andiroba
antes da exposicdo a ciclofosfamida.

MNEPC
Média + Valor de
Dados . ~
Grupos N° de ST P no desvio Relacéo
Tratamentos animais INdviduais MN 450 MN/I1000  EPC/ENC
/1000EPC
EPC
1 Controle negativo* 5 4-3-4-2-3 3,2£0,48%2 0.932
CpP** 5 18-20-17-18-19 18,4+1,02°¢ 0.51°¢
Oleo de andiroba . o d
(500 mg.kg pc ) ° 3-3-3-2-2 2,6+ 0,48 0.92
4 Oleo de andiroba
(250 mg.kgp.c.) + 101919, a a
CP (50 mg/kg) 5 9-10-12-12-11 10,8 + 1,16 0.68
5 Oleo de andiroba
(500 mg-kgp.c)+ g 8-8-7-6-9 7.6+1,02° 0.752

CP (50 mg/kg)

a Houve diferenca significativa quando comparado com o controle positivo (p< 0,05); P N&o houve
guando comparado com o controle positivo (p> 0,05); ¢ Houve diferenca (p< 0,05) quando
comparado ao controle negativo; ¢ Ndo houve diferenca (p> 0,05) quando comparado ao controle
negativo (p< 0,05).

*Qleo de soja (0,1 ml/10g p.c.); **Controle positivo: Ciclofosfamida (50 mg/kg); ***Controle teste
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5.2.3. P6s-tratamento

Detectou-se no poés-tratamento (Tabela 6) que houve diferenca significativa
(p< 0,05) entre os controles positivo e negativo.

A média de MNs detectada no grupo tratado com 6éleo de andiroba na dose de
250 mg.Kg foi de 14,4. Este valor quando comparado ao encontrado no controle
positivo (18,4) foi menor apresentando diferenca estatistica significativa (p< 0,05).

O grupo tratado com 6leo de andiroba na dose de 500 mg.Kg apresentou uma
média de 13,2 MNs, evidenciando que houve diferenca significativa (p< 0,05) em
relacdo ao controle positivo.

Tabela 6. Frequéncia de MNEPC e relacdo EPC/ENC da medula éssea de
camundongos poés-tratados em 24 horas com duas doses do 6leo de andiroba apés
exposicao a ciclofosfamida.

MNEPC
Dados Média + Valor
Grupos  Tratamentos N° de S de P no desvio Relacéo
T Individuais MN ~
animais 1 0noEbe padréo EPC/ENC
MN/1000 EPC
1 Controle negativo* 5 3-2-3-5-4 34+1,01%2 0,932
2 Controle positivo** 5 18-20-17-18-19 18,4+ 1,02 0.51
3 Oleo de andiroba
(250 mg.kgp.c.) + 1419164 a a
CP (50 mg/kg) 5 15-14-12-16-15 14,4 £ 1,35 0.61
4 Oleo de andiroba
(500 mg.kgp.c)+ 5 12-12-15-14-13 13,2+1,16@ 0.63°%

CP (50 mg/kg)

a Houve diferenca significativa quando comparado com o controle positivo (p< 0,05); ° N&do houve
guando comparado ao controle positivo (p> 0,05).
*Controle negativo: éleo de soja (0,1 ml/10g p.c.); *Controle Positivo: ciclofosfamida (50 mg.kg p.c.).

Observando todos os tratamentos empregados, € possivel verificar que o 6leo
de andiroba promoveu reduc¢des significativas (p< 0,05) no nimero de MNs em
relacéo aos controles MMC e CP utilizados neste estudo. Desta forma, infere-se que

este 6leo apresenta atividade genoprotetora.
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6 DISCUSSAO

6.1. Atividade angiogénica do 6leo de andiroba

Com o objetivo de avaliar a atividade angiogénica e antiangiogénica do 6leo
da semente de andiroba, este estudo utilizou como modelo experimental a MCA do
ovo embrionado de galinha.

Os resultados encontrados neste estudo permitiram observar que o 6leo puro
(1000 mg/mL) da semente de andiroba promoveu nas amostras de MCA testadas,
um aumento significativo da rede vascular neoformada em relagdo aos controles
neutro e inibidor.

A atividade de células inflamatérias apresenta importante efeito na inducéo de
fatores angiogénicos (citoquinas, ILs, VEFG, dentre outros) os quais atuam na
iniciacdo e expansao de respostas inflamatorias, promovendo o desenvolvimento de
capilares pré-existentes e neoformacdo vascular na MCA (MAY et al.,, 2008;
BATISTA et al.,, 2010). Neste sentido, alguns estudos apontam que o Oleo de
andiroba promove a ativacao de fatores angiogénicos 0s quais contribuem para sua
atividade cicatricial (PENNAFORTE, 2003).

Esta atividade se deve a composicdo fotoquimica do 6leo da semente de
andiroba. A presenca de acidos graxos, triterpenos e compostos limondides ativos
neste Oleo, pode estar relacionada a atividade angiogénica detectada na MCA
(ORELANNA et al., 2004; DIAS et al., 2000).

Relatos na literatura evidenciam que os acidos graxos sdo precursores da
biossintese de inameros mediadores lipidicos relacionados ao processo inflamatério
(KENDALL & NICOLAOU, 2013). Eles sédo importantes aceleradores do processo
cicatricial através de sua atuacdo como agentes quimiotaticos para leucocitos,
promocéao da angiogénese e hidratante de feridas (NABAS et al., 2009).

Estes acidos de modo geral, apresentam importante funcdo na modulacédo de
sinalizacdo de fatores pré-inflamatérios (célcio, proteina quinase C e TNF-a). O
acido oleico, bem como o palmitico e linoleico sdo mediadores pré-inflamatérios,
uma vez que induzem a liberacdo de citocinas, por neutréfilos, durante processos

cicatriciais e desta forma estimulam rapidamente a producdo dos fatores de



53

crescimento e promovem a neovascularizacdo (MAY & CALDER, 1993; ZIBOH et al.,
2000; SOLDATI et al., 2002; MARQUES et al., 2004; HATANAKA & CURI, 2007).

Testes in vivo também demostram que o &cido oleico possui capacidade
indutora da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (responsavel pelo controle da
expressdo de genes atuantes na resposta inflamatéria) e de TNF-a (interage com
receptores de células endoteliais elevando a permeabilidade vascular afim de que os
leucdcitos acessem o local infeccionado — resposta inflamatéria localizada). Além
disso, ele aumenta a expressao e concentracdo de interleucinas (IL-1b, IL-6 e MIP-
39), citocinas (CINC-2aB) e VEGF (MAGDALON, 2011; RODRIGUES, 2011).

Além dos &cidos graxos, os compostos triterpenos e limondides, também
presentes no Oleo de andiroba, apresentam importantes propriedades bioldgicas.
Estudos demonstram que estas substancias atuam na inibicdo da enzima COX-2 a
qual converte o acido aracdbnico para a via das prostaglandinas (KUMER &
COELHO, 2002). A COX-2 apresenta papel regulatério na angiogénese através da
inducdo do VEGF (GRUDZINSKI et al., 2006; PARENTE, 2008).

6.2. Atividade genotoxica e antigenotoxica do 6leo de andiroba

Este experimento avaliou a potencial atividade genotéxica do Oleo de
andiroba via ip em camundongos Swiss em duas doses, 500 e 1000 mg/kg™ p.c.,
utilizadas como controle teste em grupos de pré e co-tratamento respectivamente, e
comparadas a um controle negativo e dois positivos ( apenas no co-tratamento). A
analise dos resultados encontrados apontou que o0 Oleo nado apresenta
genotoxicidade nas doses e condi¢des testadas.

A frequéncia do numero de MNEPC dos grupos tratados apenas com o 6leo
de andiroba em relacdo os grupos de controle negativo ndo apresentou diferenca
(p> 0,05), revelando ndo haver genotoxicidade no 6leo.

No teste do MN, além da frequéncia de EPCs micronucleados, os valores de
EPC em relacdo aos outros eritrocitos devem ser avaliados. Uma consideravel
reducdo na frequéncia de EPC indica citotoxicidade na medula 6ssea, onde ocorre
um bloqueio na divisdo e maturagcdo de células nucleadas na eritropoiese
(MacGREGOR et al., 1987). Neste sentido, a relacdo EPC/ENC é determinada no

intuito de avaliar citoxicidade na medula 6ssea (RIBEIRO et al., 2003).
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Observou-se, no presente estudo, que os valores encontrados na relacdo
EPC/ENC dos grupos tratados com as doses testes (500 e 1000 mg.kg p.c. usadas
no pré e co-tratamento respectivamente) indicaram que ndo houve reducdo na
frequéncia de EPC, sendo esta relacdo semelhante a detectada nos controles
negativos. Este achado evidencia que o 6leo de andiroba ndo gerou citoxicidade na
medula 6ssea dos camundongos.

Achados semelhantes ao presente estudo foram detectados por Arrebola et al
(2012) testando as doses de 400, 1000 e 2000 mg/kg do 6leo de andiroba, por 14
dias, via gavage, através do método do MN.

Gomes e colaboradores (2013) também verificaram, pelo teste de Ames, que
as doses 50, 100, 1000 e 5000 mg/kg do Oleo de andiroba ndo causam
mutagenicidade em linhagens (TA97, TA98, TA100, TA1l02 e TA1535) de
Salmonella enterica. No entanto, as menores diluicdes apresentam citotoxicidade, o
que pode mascarar uma possivel atividade mutagénica do 6leo.

Neste estudo, os grupos controle positivo (CP - usada nos trés tipos de
tratamentos; e MMC — usada apenas no co-tratamento) apresentaram elevada
frequéncia de MNEPC em relacé&o os grupos de controle teste e controle negativo,
fato que evidencia o efeito genotdxico das substancias utilizadas.

A CP, droga amplamente utilizada no tratamento de céncer de mama, é
usada como controle positivo em indmeros estudos, em virtude de suas
comprovadas atividades citotdxica, clastogénica e mutagénica sobre células da
medula éssea, tanto em modelos in vivo como in vitro (MOREIRA et al., 2004). Os
resultados aqui obtidos corroboram com tais estudos evidenciando os efeitos
citotoxico e genotoxico desta substancia.

A MMC (antibiético isolado de Streptomyces caespitosus) € um agente
alquilante biorredutor o qual bloqueia a replicacdo de DNA e RNA e inibe a sintese
proteica. Através de uma acdo metabdlica enzimatica com efeito redutor, os
metabdlitos formados alquilam o DNA por meio de ligacbes cruzadas. Estes
compostos propiciam a formacdo de superéxidos, os quais geram danos de carater
oxidativo no DNA (WALLAU et al., 2005; ALMEIDA et al., 2005).

Ambas as substancias induzem a formacdo de quebras cromossdomicas
(clastogénese) e geram ligagBes cruzadas (cross-linking) no DNA, tanto inter como

intra-fita, promovendo, deste modo, um bloqueio na replicagdo do material genético
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e transcricdo de RNA, com potenciais atividades na sobrevida e funcéo celular
(FREITAS, 1997; MOREIRA et al., 2004).

O alto numero de micronucleos encontrados em ambos 0s grupos controle
postivo (CP e MMC) deste estudo, também firma a confiabilidade e sensibilidade
deste modelo animal (ARENCIBIA et al., 2012). Ressalta-se que, neste estudo, nédo
houve diferencas significativas entre os nimeros de MNs detectados nos grupos
tratados CP e MMC.

Os resultados obtidos nos grupos de co-tratamento que receberam as doses
de 250, 500 e 1000 mg/kg* p.c. do dleo de andiroba, demostraram que o nimero de
MNs foi significantemente menor (p< 0,05) em relagdo aos controles CP e MMC.
Além disso, a relacdo EPC/ENC foi estatisticamente maior nestes grupos em
comparacao a detectada nos controles positivos.

As mesmas observacdes foram, também, encontradas nos grupos de pés e
pré-tratamento; nestes dois grupos foram usadas as doses de 250 e 500 mg/kg™ p.c.
do 6leo de andiroba e apenas a CP como controle positivo. Estes dados sugerem
gue o 6leo apresentou atividade antigenotoxica diante dos controles positivos
utilizados.

O efeito dose-dependente foi verificado em todos os tratamentos aplicados.
Entre as trés doses testadas, a mais efetiva para a atividade antigenotéxica foi a de
500 mg/kg™? p.c. utilizada no pré-tratamento, uma vez que esta apresentou 0 menor
namero de MNs e maior relacdo EPC/ENC.

Estudos sobre diferentes atividades de dleos essenciais de plantas medicinais
apontam o efeito dose dependente. Pelo teste do MN, Ribeiro (2010) detectou que
6leo de buriti (Mauritia flexuosa) analisado em trés doses (100, 200 e 300 mg/Kg
p.c.) inibe danos ao DNA provocados pela DXR (doxorrubicina), sendo a maior
inibicdo observada na dose de 300 mg/Kg p.c. Pelo mesmo ensaio, Costa (2010)
também observou que o 6leo da polpa de bocaiuva (Acrocomia aculeata), nas
concentragcbes de 5 e 20%, reduz a frequéncia de MN provocados pelo uso do
agente mutagénico Colchicina, onde a concentracdo de 20% possui maior inibi¢cdo
na frequéncia de MN

Zanandrea et al (2004) verificou que o 6leo puro de orégano (Origanum
vulgare) apresenta maior atividade contra fungos patogénicos do arroz quando
comparado aos valores de suas dilui¢cdes (1:2, 1:4 e 1:8). Mendonca e Onofre (2009)

observaram, também, que o Oleo de copaiba (Copaifera multijuga) inibe o
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crescimento bacteriano (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa) conforme sua diluicdo, sendo a concentracdo de 100% mais eficiente
para o efeito antibacteriano em relacéo a outras diluicdes (5, 12, 25 e 50%).

Uma vez que a alteracdo de dose causa inteferéncia no efeito de determinado
tratamento, ocorre a dose-dependéncia (VARGAS et al.,, 2010). Como verificado
neste estudo, a maior dose do 6leo de andiroba (500 mg/Kg p.c.) utilizada no pré e
pos-tratamento promoveu maiores reducées no numero de MNs em comparacéao a
menor dose (250mg/Kg p.c.). No co-tratamento, a dose de 1000 mg mg/Kg p.c. foi
mais eficiente para este efeito em relacdo as doses menores.

Outro importante fator de influéncia para a atividade antigenotéxica verificada
no presente estudo esta relacionado a composicdo do Oleo de andiroba. Sua
principal constituicdo € representada pelos acidos graxos: oleico (57%), palmitico
(25,3) e miristico (17,9 — 18,1%) (ORELANNA et al., 2004; CASTRO et al., 2006).

Algumas pesquisas tem apontado o efeito antigenotoxico de 6leos vegetais,
dentre eles os azeites de canola e oliva, os quais, assim como o0 6leo de andiroba,
apresentam elevados teores de acidos graxos monoinsaturados e compostos. O
acido oleico, por exemplo, promove reducdo nos niveis de lipoperoxidacao, além de
possuir efeito antioxidante (TRUEBA et al., 2004; EVANGELISTA et al.,, 2004,
COSTA, 2012).

Ha relatos de que o acido oleico inibe quimicamente tumores induzidos na
pele, estbmago, mama e célon. Além disso, em tumores mamarios, esta inibicao
ocorre independentemente do tipo de substancia cancerigena ou mesmo pelo tipo e
guantidade de gordura utilizada (KRITCHEVSKY, 2000).

Evangelista e colaboradores (2004) verificaram que o efeito anticlastogénico
do azeite de oliva e de canola, estdo relacionados aos compostos antioxidantes
presentes, como o &acido linoleico, os quais atuam como antimutagénicos, pelo
sequestro de radicais livres, inibindo deste modo, os danos oxidativos causados por
ROS.

A peroxidacdo lipidica (incorporacdo de um radical livre sobre os &cidos
graxos da membrana celular, podendo levar a ruptura de sua estrutura, mutacdes no
DNA, perca de trocas metabolicas e morte celular) pode estar envolvida nos
mecanismos de envelhecimento, surgimento de cancer e agravos na toxicidade de
xenobioticos (VANNUCCHI et al., 1998).
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Neste sentido, Costa (2012) detectou pelo ensaio do MN, que o Oleo de
Acrocomia aculeata (bocaiuva), rico em acido oleico, € capaz inibir os danos
genotoxicos promovidos pela colchicina e verificou que tal efeito foi gerado pela
reducao de lipoperoxidacdo causada por este agente mutagénico.

No presente estudo, foram utilizados dois agentes mutagénicos: CP e MMC.
A MMC sofre uma ativagdo redutiva a qual gera metabdlitos intermediarios
(semiquinona ou hidroquinona) que se ligam ao DNA por alquilacdo através de
ligacdes cruzadas entre as duas fitas complementares (OLIVEIRA & ALVES, 2002).

E importante salientar que os radicais intermediarios semiquinona e
hidroquinona, ao reagirem com oxigénio molecular, formam radicais livres (anions
superéxido, hidroxilas ou peréxidos de hidrogénio) o0s quais apresentam
citotoxicidade decorrente da lipoperoxidagdo ou por injarias aos acidos nucleicos,
podendo ser anulada por enzimas e outros componentes com atividade antioxidante
(VERWIJ & PINEDO,1990). Neste sentido, infere-se que o &cido oleico, o qual
representa cerca de 57% da composicdo do 6leo de andiroba, tenha inibido a
atividade destes metabdlitos reativos gerados tanto pela MMC quanto a CP.
Segundo Costa (2012), este &cido graxo possui alto potencial na inibicdo de ERO.

Assim como a MMC, a CP também €é um alquilante do DNA. No entanto, ela
necessita ser metabolizada pela fosfamidase (enzima microssomal hepatica), para
que seus metabdlitos exercam o efeito alquilante celular (ALMEIDA et al., 2005).

Apesar de inumeros estudos investigarem o potencial antigenotoxico de
vegetais, 0s mecanismos da antigenotoxicidade até o momento ndo estédo
totalmente esclarecidos, sendo dificil indagar sobre a natureza dos compostos
guimicos responsaveis por esta atividade.

Pesquisas sugerem que o efeito antimutagénico pode ser decorrente da agao
antioxidante ou pela interferéncia de um ou mais principios ativos nas vias
metabdlicas, onde os agentes genotoxicos atuam (KNASMULLER et al., 2002;
RESENDE et al., 2007; VINOD et al., 2011).

Pelos resultados observados na avaliacdo da atividade antigenotoxica,
testada com doses fixas em camundongos tratados via ip, € possivel sugerir a
viabilidade no uso do 6leo da semente de andiroba em futuros farmacos. O efeito
antigenotoxico do 6leo de andiroba observado nos diferentes tratamentos
empregados neste estudo evidencia que este apresenta potencial atividade

genoprotetora. Outros estudos referentes ao mecanismo de reparo do Oleo de
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andiroba diante de substancias genotoxicas devem ser conduzidos a fim de melhor
esclarecer este processo.



9 CONCLUSAO

e O ¢6leo da semente de andiroba apresentou atividade angiogénica na MCA;
e Nao apresentou atividade genotoxica;

e Apresentou atividade antigenotéxica de efeito dose-dependente, diante dos
efeitos genotoxicos provocados pela mitomicina C e ciclofosfamida;
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