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RESUMO

O estudo dos usos tradicionais de plantas e seus produtos tém aumentado
gradualmente durante os Gltimos anos, 0 que resultou em um conjunto significativo de
publicacBes nesta area. Os fitoterapicos correspondem a um principio significativo de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituiram modelos para a sintese
de um grande numero de farmacos. Portanto, inclui-se o Carthamus tinctorius, planta que faz
parte da familia Asteraceae, apresentando-se como uma cultura adaptada a condi¢Oes
adversas, sendo cultivada em todo o mundo devido as suas propriedades medicinais. O
Carthamus tinctorius, contém um oOleo de alta qualidade rico em &cidos graxos poli-
insaturados (PUFAS). A cultura da erva tem um potencial de melhoria através de programas
de melhoramento molecular devido a disponibilidade da diversidade genética e fenotipica
significativa. Com o intuito de avaliar as atividades angiogénica e genotoxica do 6leo de
cartamo, foram realizados os testes de angiogénese na membrana corioalantoide (MCA) do
ovo embrionado de galinha e o teste de micronicleo em medula dssea hematopoiética de
camundongos, onde os resultados do ensaio na MCA indicaram que o 6leo provocou aumento
significativo da rede vascular (p<0,05) em relacdo aos controles neutro e inibidor. No teste do
microntcleo, foram utilizadas doses de, 500, 1.000 e 1.500 mg.kg™. N&o foi observada
atividade genotdxica nas doses de 500 e 1.000, uma vez que o numero de microntcleos foi
menor (p<0,05) em relacdo ao controle positivo doxorrubicina (DXR). Entretanto, na dose de
1.500 foi observado o efeito genotdxico, pois os valores de microndcleos detectados foram
semelhantes aos do controle positivo. Diante das técnicas e condi¢cbes empregadas, as
conclus@es deste estudo reforcam que o 6leo de cartamo apresenta potencial terapéutico, com
atividade angiogénica e auséncia de genotoxicidade nas doses de 500 e 1.000 mg.kg™. No
entanto, deve ser consumido moderadamente por conta da atividade genotdxica encontrada

em doses elevadas.

Palavras-chave: Carthamus tinctorius, Oleo de cartamo, Angiogénese, Genotoxicidade,

Mutagénese, Teste de microntcleo.



ABSTRACT

The study of traditional uses of plants and their products has gradually increased during the
last years, which has resulted in a significant number of publications in this area.
Phytotherapics correspond to a significant principle of biologically ative natural products,
many of which constituted models for the synthesis of a large number of drugs. Therefore,
inserts it the Carthamus tinctorius, a plant that is part of the family Asteraceae, presenting
themselves as a crop adapted to adverse conditions, being cultivated worldwide due to its
medicinal properties. The Carthamus tinctorius contains a high quality oil rich in
polyunsaturated fatty acids (PUFASs). The herb has potential for improvement through
molecular breeding programs due to the availability of significant genetic and phenotypic
diversity. In order to evaluate the angiogenic and genotoxic activities of safflower oil,
angiogenesis tests were carried out on the chorioallantoid membrane (MCA) of embryonated
chicken egg and micronucleus test on hematopoietic bone marrow of mice, where the results
of the test in MCA Indicated that the oil caused a significant increase of the vascular network
(p <0.05) in relation to the neutral and inhibitory controls. In the micronucleus test, the doses
of 500, 1,000 and 1,500 mg.kg-1 were used. No genotoxic activity was observed at doses of
500 and 1,000, since the number of micronuclei in relation positive control doxorubicin
(DXR) towas lower (p <0.05). However at the dose of 1,500, the genotoxic effect was
observed, since the micronucleus values detected were similar to those of the positive control.
In view of the techniques and conditions employed, the conclusions of this study reinforce
that safflower oil presents therapeutic potential, with angiogenic activity and absence of
genotoxicity in doses of 500 and 1,000 mg.kg*. However, it should be consumed moderately

because of the mutagenic activity found in high doses.

Keywords: Carthamus tinctorius, Safflower oil, Angiogenesis, Genotoxicity, Mutagenesis,

Micronucleus test.



1 INTRODUCAO

Considerado um membro da familia Asteraceae, o Carthamus tinctorius (CT) é uma
planta empregada para diversos usos, tais como a producdo de tintura, extracdo de o6leo
comestivel e aplicacbes medicinais. A planta é cultivada em todo o mundo, sendo que o
Cazaquistdo e a India atualmente dominam a producgdo. O CT também tem sido explorado
para a producdo de biocombustivel e o6leo industrial, além de ter sido empregado
recentemente na producdo de produtos farmacéuticos importantes de interesse humano tais
como a insulina e apolipoproteina (AMBREEN et al. 2015).

O CT ¢ utilizado como medicamento tradicional chinés para melhorar a circulacdo
sanguinea, aliviar a estagnacdo do sangue, doencas cerebrovasculares e cardiovasculares. Ha
cada vez mais estudos que demonstram a atividade bioldgica do CT e seus constituintes
quimicos. Tem sido relatado que a planta contém muitos compostos ativos incluindo
quinochalones, flavonodides, alcaldides, poliacetileno, glucosidos aromaticos, e acidos
organicos. Além disso, a planta contém propriedades anti-oxidativas, anti-inflamatorias,
efeitos neuroprotetores e anti-cancerigenos (MANEESALI et al. 2016).

Com cerca de 1.535 géneros e aproximadamente 23.000 espécies, a familia Asteraceae
corresponde a mais ou menos 10% da flora mundial, e vem sendo fortemente estudada nos
ultimos 25 anos, ndo apenas quanto a sua estrutura, anatomia, ontogenia e ecologia, mas
também quanto a sua fitoquimica, citogenética e estrutura macromolecular (BREMER 1996;
HIND; BEENTJE, 1996; SEMIR 2001).

Devido ao seu excepcional poder de adaptacdo ambiental, as plantas da familia
Asteraceae podem ser encontradas nos mais diversos habitats, preferencialmente em
ambientes campestres, condi¢es climaticas variadas, regiGes tropicais, subtropicais, até
temperadas. A familia estd bem representada na América do Sul, onde contempla cerca de
20% da flora de algumas regides andinas e da Patagbnia. Na regido Amazdnica contém baixa
diversidade desta familia. (BARROSO et al. 1984; CANCELLI 2010).

Cada vez que as plantas medicinais sdo classificadas como produtos naturais, a
maioria da populacdo supde que isso implica em “auséncia de produtos toxicos”. Como todo
ser vivo, as plantas produzem compostos quimicos a partir de metabolismo natural. Durante o
processo evolutivo, elas desenvolveram mecanismos naturais de defesa e passaram a sintetizar
substancias quimicas toxicas e genotoxicas contra ataques de bactérias, fungos, insetos e
animais predadores (TEIXEIRA et al. 2003). Entre essas substancias, também conhecidas

como metabdlitos secundarios, algumas ja foram descritas como tdxicas, mutagénicas e
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carcinogénicas, como €é o caso de alguns flavandides, taninos e alcaldides (DI CARLO et al.
1999; COLOMBO 2008).

As plantas também sdo capazes de sintetizar substancias com elevado potencial
nutricional, terapéutico e antimutagénico como o0s B-carotenos (vitamina A), o é&cido
ascorbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E), os acidos graxos, polifendis, compostos
sulfidricos, célcio, fibras e os compostos antigenotoxicos, que em sua maioria sdo agentes
antioxidantes capazes de sequestrar os radicais livres de oxigénio e proteger as células contra
danos do DNA (AMES 1993; BOREK 1996; REN et al. 2001; KUMAR; VALLIKANNAN,
2010).

Os grandes avancos ocorridos na area da biologia molecular tém possibilitado uma
melhor compreensdo dos mecanismos de carcinogénese. Dentre estes, destaca-se a
angiogénese como o processo atraves do qual as células tumorais estimulam a formacédo dos
Novos vasos sanguineos necessarios para o fornecimento dos nutrientes essenciais para seu
crescimento acelerado (PINHO 2005).

A angiogénese tem seus mecanismos controlados por fatores ativadores
(angiogénicos) e inibidores (antiangiogénicos), que se desenvolvem quando acontece algum
estimulo que induz alguma mudanca nas células endoteliais de um estado de quiescéncia para
um estado de replicacdo e migracdo, formando capilares (SAFATLE et al. 2002,
MARAGOUDAKIS 1998). Os fatores angiogénicos atuam seletivamente alterando as
caracteristicas das células estruturais do endotélio vascular, entretanto, ndo séo afetadas as
funcBes de outros tipos de células (MARAGOUDAKIS 1998; DEVITA 2002; DONATO
2003; MELO-REIS et al. 2010).

Jé as avaliacBes da mutagenicidade sdo praticadas em bioindicadores de toxicidade, ou
de efeitos adversos, que podem ser estabelecidos como: “qualquer resposta bioldgica, ao nivel
do individuo ou a um nivel inferior, a um ambiente quimico, que traduz a exposi¢ao a esse
ambiente”; alteragdes bioquimicas, fisiologicas e comportamentais incluem-se nesta. As
substancias antimutagénicas podem ser classificadas ou divididas em desmutagénicos,
substancias com papel de protecdo ao inativar as substancias mutagénicas antes de atuarem
sobre 0 DNA e as substancias bioantimutagénicas com capacidade de inibir a mutacdo por
interferirem sobre os processos metabolicos de reparacdo inerentes a célula (KADA et al.
1978; W.H.O 1993; CAPELA 2001; BUCKER et al. 2006).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas Medicinais

A partir da década de 1960 a producdo sintética de farmacos foi impulsionada dentro
das industrias farmacéuticas, por ndo haver comprovacdo cientifica da eficacia das
substancias de origem vegetal, havendo entdo desinteresse da industria farmacéutica e de
Instituicdes de Pesquisa. Entretanto, nos meados dos anos de 1980, o interesse pelos vegetais
aumentou, principalmente devido aos avancos cientificos associados a informatica, que
permitiram o desenvolvimento de metodologias com a finalidade de isolar substancias ativas a
partir de recursos naturais (RATES 2001).

Um marco histérico mundial ocorreu em 1.803, & morfina (Papaver somniferum) foi o
primeiro farmaco sintetizado a partir dos vegetais. A partir dai, outras substancias foram
isoladas, como por exemplo, a quinina e a quinidina obtidas da Cinchona spp, em 1819, e a
atropina da Atropa belladona, em 1831, que passaram a ser utilizadas em substituicdo aos
extratos vegetais (CALIXTO; SIQUEIRA-JUNIOR, 2008).

No decorrer do século XX, as analises quimicas e farmacoldgicas ocasionaram um
alivio para danos que devastaram a raca humana durante séculos, como o cancer, a sifilis, a
tuberculose e a hanseniase, da mesma forma para as endemias do mundo moderno como as
cardiopatias a depressdao e a AIDS. As altas ofertas de farmacos alopéticos, ndo foram
suficientes para solucionar as complicacOes de saude de grande parte da populacdo. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da humanidade nao tém acesso a
assisténcia primaria de salde, por encontrarem-se afastados dos centros ou por nao terem
condig@es financeiras para obter os medicamentos. Com isso, as plantas medicinais e outros
tratamentos convencionais, sdo as terapias alternativas dessa populacdo (VEIGA-JUNIOR
2008).

Ultimamente tem-se notado um enorme progresso cientifico que envolve as analises
quimicas e farmacologicas de plantas medicinais, com intencdo de conseguir novos
compostos com propriedades terapéuticas. Os quimicos organicos tem conseguido esclarecer
as estruturas moleculares complexas de elementos naturais de forma frenética, através do
acréscimo de novas praticas espectroscopicas que até ha pouco tempo eram dificeis de serem
descobertas (FILHO; YUNES, 1998).

Os fitoterdpicos sdo uma forma alternativa para o tratamento de doencas em varias
partes do mundo por representarem uma fonte inesgotavel de recursos naturais para obtencédo

de novos farmacos (SCHENCKEL et al. 2000). No Brasil a situacdo nao tem sido diferente,
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pois a imensa biodiversidade da nossa flora tem propiciado uma procura cada vez maior dos
recursos advindos da natureza. Entretanto, as plantas medicinais nao sdo tdo “indcuas’” quanto
parecem. Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos naturais de
defesa, como a sintese de substancias quimicas toxicas e genotdxicas contra ataques de
bactérias, fungos, insetos e animais predadores. Muitos desses compostos ja foram
identificados como mutagénicos e carcinogénicos, entre esses, podem ser citados flavondides,
hidrazinas, furocumarinas, quinonas, alcaloides de pirrolozidina e teobrominas. Além disso,
as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacao de
suas propriedades farmacoldgicas e inclusive, empregadas diferentemente da forma utilizada
na medicina tradicional. A toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de salde
publica, os efeitos adversos dos fitomedicamentos e a acdo sinérgica ocorrem comumente
(PEREIRA 1992; CASTRO et al. 2004; KHAN et al. 2005; VEIGA-JUNIOR et al. 2005).

Os metabdlitos secundarios simbolizam um campo de interacdo quimica entre as
plantas e 0 ambiente, sua biossintese é constantemente atingida por condi¢cdes ambientais. Os
estudos sobre a atuacdo desses elementos devem ser destacados na producdo de metabolitos
secundarios que em geral tém se estabelecido a um grupo exclusivo de espécies,
influentemente ocorrentes em regides temperadas, muitas das quais sdao comercialmente
valiosas e podem ter suportado intensas pressdes seletivas antrdpicas, tendo em vista certas
qualidades desejadas. Sua conduta, portanto, nem sempre é significativa de plantas selvagens
ou de outras classes de ambientes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A exploracdo adequada dos principios ativos de uma planta requer uma preparacao
correta, ou seja, para cada conjunto de principio ativo a ser extraido, cada parte a ser
consumida, ou doenca a ser tratada, h4 maneiras de preparo e consumo mais adequados. As
pesquisas biotecnoldgicas e o melhoramento genético de plantas medicinais podem apresentar
beneficios, uma vez que torna possivel alcangar regularidade e matéria de qualidade que s&o

essenciais para a eficacia e seguranca (ARNOUS et al. 2005).

2.2 Oleos vegetais

Os oOleos vegetais geralmente sdo encontrados nas sementes de plantas e
ocasionalmente na polpa de frutos. S&0 compostos principalmente de glicerideos, contendo
outros lipideos em pequenas quantidades. Os acidos graxos que esterificam o glicerol exibem,
muitas vezes, cadeias alinfaticas saturadas, mas, constantemente cadeias insaturadas estdo

presentes. As desigualdades funcionais entre os acidos graxos que fazem parte dos Gleos
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vegetais definem as diferencas entre certas propriedades destes 6leos tais como: calor e peso
especificos, ponto de fusdo, solubilidade, viscosidade, reatividade quimica e estabilidade
térmica. Devido a grande variedade de Gleos vegetais e alta produtividade (soja, mamona,
dendé, algoddo, pupunha), o Brasil demonstra grande abertura para uma nova alternativa
energética no que se refere a substituicdo do diesel a partir de biocombustivel, ou seja, 0
diesel produzido de dleos vegetais (ARAUJO et al. 2002).

A ampla eminéncia de matéria-prima vegetal no Brasil ¢ bem conhecida, o pais
apresenta a area verde cultivavel mais extensa do mundo e tem mao-de-obra acessivel em
grande abundancia. O biodiesel € o biocombustivel que se apresenta como alternativa
potencial para o mundo agricola e industrial. A variabilidade de plantas com potencial
energético no Brasil para a producdo de biodiesel em larga escala, vem crescendo a cada dia.
No entanto, a comercializacdo ainda apresenta alguns obstaculos, devido ao preco da matéria-
prima e os custos operacionais (ROSSETO et al. 2012)

Os 0leos vegetais polinsaturados de sementes como milho, soja e canola simbolizam
uma parcela significativa da dieta humana e, atualmente, o uso desses 6leos tem crescido
enquanto que o das gorduras de origem animal diminuiu. Acidos graxos trans (AGT) também
se compdem, em concentragfes diminutas, nos éleos vegetais poli-insaturados submetidos a
fritura e na etapa industrial de refino destes 6leos. Sua formacao esta relacionada com o tipo
de 6leo, temperatura e tempo dos processos. Tem sido demonstrado que os AGT comegam a
se formar, por exemplo, em frituras com éleos vegetais poli-insaturados, em temperaturas a
partir de 150 °C, sendo que os teores aumentam significativamente acima de 250 °C (AUED-
PIMENTEL et al. 2009).

Os oOleos vegetais comestiveis contém altas concentracdes de tocoferdis e alguns
tocotrienois, além de apresentarem grande consumo em nivel mundial, constituindo-se,
portanto, nos alimentos de maior contribuigéo para a ingestéo de vitamina E para a populacéo.
O o6leo de girassol parece ser o mais rico em a-tocoferol, seguido pelo de algodao, palma,
canola, amendoim, oliva, milho, soja e coco. O y-tocoferol € o composto predominante em
Oleos de soja e de milho, sendo que o 6leo de palma é o que apresenta maior teor de
tocotrienois. O 0Oleo de soja, devido ao grande consumo em nivel mundial, é o principal

contribuinte para a ingestdo de vitamina E pela populacdo (GUINAZI et al. 2009).

2.3 Carthamus tinctorius
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O Carthamus tinctorius (CT) pertencente a familia Asteraceae, apresenta resisténcia a
condigOes adversas, sendo cultivado em todo o mundo devido suas fontes medicamentosas
(OBA et al. 2015). Na medicina tradicional chinesa, as pétalas da planta possuem
propriedades medicinais que sdo utilizadas na terapéutica das enfermidades do homem.
Acredita-se que para cada espécie exista um nivel adequado de umidade disponivel para que
estas possam germinar de maneira mais rapida e uniforme, gerando metabolitos secundarios
importantes para o desenvolvimento das substancias medicamentosas (EMONGOR 2010).

O CT ¢é uma das plantas de sementes oleaginosas mais importantes que sdo utilizadas
na producdo de biodiesel, é também aceita como uma planta promissora para campos
agricolas secos. Com o cultivo generalizado desta planta, grandes contribui¢@es serdo feitas a
economia nacional em termos de satisfazer a demanda e necessidade de producdo de 6leo
vegetal e biodiesel (KULEKCI et al. 2009).

O CT tem sido cultivado para a producdo de 6leo e corantes. Atualmente, esta colheita
fornece outras matérias primas (farelo, alpiste, e residuos de processamento de 6leo) para os
mercados de alimentos e produtos industriais, embora esta cultura seja agora principalmente
voltada para o 6leo (BOZAN; TEMELLI, 2008).

O tamanho da planta pode variar de 0,3 a 2 metros de altura, com raiz altamente
resistente. O caule produz ramificacbes em numero variavel e cada ramificacdo produz de 1 a
5 capitulos de coloracdo branca, amarela, laranja ou vermelha (BURKART 1974). Seu ciclo
pode ser considerado curto, variando de 130 a 150 dias, podendo ser uma opcao de cultivo na
entre safra, ou no periodo de seca de algumas regides agricolas brasileiras. Nesse sentido pode
ndo competir com as culturas tradicionais de maior importancia econdmica como a soja e 0
milho, na safra de verdo (GALANT et al. 2015). A germinacao ocorre entre 3 a 8 dias ap6s a
semeadura. O estadio de roseta € caracterizado pelo crescimento lento da planta e quando
diversas folhas sdo produzidas prdoximas ao nivel do solo. Esta fase pode durar de trés a seis
semanas dependendo do material genético e das condigdes ambientais, especialmente a
temperatura. Esta é a etapa mais critica do desenvolvimento da planta por apresentar um
crescimento lento, que a torna bastante sensivel & competicdo por agua, luz e nutrientes com
as plantas invasoras (OELKE et al. 1992).

Os principais componentes de producdo do cartamo sdo 0s numeros de plantas por
area, numeros de capitulos por planta, nimeros de grdos por capitulo e massa de graos
(GILBERT; TUCKER, 1967). Esses componentes podem ser afetados por fatores, como por
exemplo: genotipo, condi¢fes ambientais e préaticas culturais (KOUTROUBAS et al. 2008).
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Seu manejo ndo necessita de uso de tecnologias especificas para a cultura, pode-se fazer uso
de maquinérios ja utilizados em outras culturas, necessitando apenas de pequenas adaptacdes,

tornando seu custo de producdo mais acessivel (SILVA 2013).

Figura 01 - Sementes, folhas e flor do Carthamus Tinctorius. A — Sementes. B - Folhas. C — Flor. Fonte:
Thistle-Garden 2016.

Pesquisas realizadas com o consumo do 6leo de céartamo tém sido exploradas e
demonstraram que o mesmo é benéfico a salde. Dentre os beneficios descritos na literatura
sobre o consumo do Oleo de cartamo destacam-se: a prevengdo e o tratamento de
hiperlipidemia com redugéo nas concentrac@es de triglicerideos, colesterol total e lipoproteina
de baixa densidade (LDL), reducédo das lesdes ateroscleroticas, prevenindo doengas cardiacas
e hipertensdo, estimulacdo do sistema imunoldgico e reducdo da massa corporal (BERTIN
2014). O dleo apresenta caracteristica insipida e incolor com composi¢do semelhante ao 6leo
de girassol (KAFFKA; KEARNEY, 1998). Apresenta alto teor de &cido linoleico (70 a 87%)
(HAN et al. 2009). E uma cultura com grande potencial devido & elevada quantidade de
acidos graxos poli-insaturados associados aos elevados teores de tocoferol (VELASCO;
FERNANDEZ-MARTINEZ, 2002).
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Figura 02 - Capsulas com dleo de cartamo. Fonte: Paron 2013.

As sementes podem chegar a 50% de teor de 6leo. O dleo tem qualidade aprovada
tanto para consumo humano quanto para a industria. A semente do CT é uma das fontes de
azeites comestiveis mais apreciadas pelos consumidores ao redor do mundo, o qual, ndo se
oxida facilmente e ndo causa aumento de colesterol no sangue (MUNDEL et al. 2004,
GALANT et al. 2015).

2.4 Angiogénese

Angiogénese é a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos capilares
preexistentes. A angiogénese esta presente em processos fisioldgicos como a menstruacéo,
ovulacdo, cicatrizacdo de feridas e outros. A angiogénese esta presente também nos processos
patologicos como artropatias crénicas, psoriase, retinopatia diabética, degeneracdo macular,
crescimento tumoral e disseminacdo metastatica (FOLKMAM; INGBER, 1992; GONZALEZ
et al. 2008). Como a angiogénese pode também levar ao crescimento e disseminacdo
metastatica do tumor maligno, o aumento da rede vascular aumenta a possibilidade de células
tumorais entrarem na corrente sanguinea e muito provavelmente originar metastases
(FOLKMAM 1972; SAFLATE et al. 2002; FOLKMAM 2004).

O processo de angiogénese envolve uma sequéncia complexa de eventos. Com a
estimulacdo angiogénica, as células endoteliais vasculares aumentam sua expressao e a

secrecdo de metaloproteinases para quebrar a matriz extracelular do tecido, aumentar a

18



motilidade das células endoteliais e sofrer proliferagdo celular para fornecer o nimero
necessario de células para os vasos em crescimento (CAO et al. 2005).

A aplicacdo comum ou habitual, ndo &€ o bastante para regularizar as plantas
medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Assim, é necessaria a elaboracdo de novas
pesquisas farmacoldgicas e toxicoldgicas para constatarem ou ndo sua eficacia e avaliarem
sua seguranca. Varias espécies de plantas com atividade angiogénica ja confirmaram sua
eficacia em relacdo a cicatrizacdo de feridas, que € um processo decorrente da formacao de
Nnovos vasos sanguineos. A cicatrizacdo ocorre em trés periodos sobrepostos: fase inicial,
inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelacdo ou maturacdo. Cada uma dessas fases é
definida pela presenca de infiltrados de células em locais especificos, que ocorre de forma
integrada e coordenada por mediadores quimicos, no sentido de otimizar o reparo. Assim, de
modo geral, o principal parametro avaliado na cicatrizacdo de feridas em modelos animais é a
reducdo do tamanho da ferida, normalmente expressa em termos de area (TRESVENZOL et
al. 2013). As andlises histolégicas do tecido de granulacdo e epidérmicos complementam a
avaliacdo (KRISHNAN 2006).

Em algumas situacdes, a angiogénese € regulada com periodos de ativacéo e inibicao.
Algumas doencas oculares como a RD (Retinopatia Diabética), o glaucoma neovascular, as
oclusBes vasculares, a retinopatia da prematuridade e a degeneracdo macular relacionada a
idade também apresentam alteracdo da angiogénese (SENGER 1983; SHIMA 1995).

O modo como os agentes etiopatogénicos agridem 0 nosso organismo e 0s sistemas
naturais de defesa, reagem de algumas doencas que sdo determinadas pela resposta
angiogénica persistente. Isso ocorre devido a uma deficiéncia dos inibidores da angiogénese,
ou um aumento significativo dos mediadores angiogénicos, como por exemplo: neoplasias,
metastases, psoriase e artrite reumatoide, entre outras (VAN 1993; BLAAUWGEERS 1999;
JOHNSON 2001). Folkman (1971) sugeriu que o controle da angiogénese poderia ser util no
controle do crescimento tumoral. Esse conceito de antiangiogénese foi aplicado a outras
doencgas e vem sendo estudado extensivamente nos Gltimos anos.

As células endoteliais apresentam rapida capacidade de divisdo em resposta a
estimulos fisioldgicos, os quais podem resultar na ativacdo de angiogénese. Neste sentido,
inUmeros 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),
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fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), dentre outros (KARAMYSHEVA
2008; VALIATTI et al. 2011).

2.5 — Mutagénese e Antimutagénese

O surgimento de mutagdes acontece em todos 0s seres Vvivos, sendo um processo
fundamental para o progresso e variedade das espécies. Algumas mutacdes passam
despercebidas e ndo provocam modificacBes detectaveis na atividade metabolica da célula ou
do organismo. Com a auséncia das mutacdes, 0s organismos nao seriam capazes de evoluir e
adaptar-se as mudancas ambientais (RIBEIRO; MARQUES, 2003). As pesquisas sobre
mutagenicidade com o uso de fitoterapicos tém-se propagado com o crescimento do uso
terapéutico e com a importancia de constatar a eficacia dos mesmos nas mdaltiplas aplicagdes
farmacoldgicas. Consequéncias disso sdo as varias plantas utilizadas por um grande numero
de pessoas, que possuem propriedades farmacoldgicas e também causam alteracGes no DNA.
Os perigos sdo ainda mais graves quando a utilizacdo de tratamentos clinicos alternativos
apresentam-se de forma ndo controlada, sem o cuidado adequado quanto a identificacdo
correta da planta, a parte do vegetal a ser utilizada e a forma de preparo e administracdo
(VARANDA 2006).

Diversos estudos com mais de 150.000 espécies de plantas tem sido realizados e
mostram que varias delas contém elementos terapéuticos, que podem ser retirados e
empregados no preparo de drogas ou utilizados diretamente como medicacdo, que é uma
pratica popular em algumas populacGes. Entretanto, os vegetais com efeitos terapéuticos em
geral, também sintetizam substancias tdxicas, que in natura agem como uma defesa contra
infecces, insetos e herbivoros, podendo atingir o organismo que faz uso delas. Desse modo,
as avaliacdes do potencial de citotoxicidade e mutagenicidade sdo necessarias. (TEIXEIRA et
al. 2003; PINHO et al. 2010).

Vérias das substancias que existem nos vegetais podem ter efeitos mutagénicos, ao
contrario de outras que podem atenuar ou anular estes efeitos (STURBELLE et al. 2010). O
potencial antimutagénico de um elemento pode ser analisado em diversos sistemas bioldgicos,
empregados no estudo e identificagdo dos agentes mutagénicos. Os sistemas celulares de
mamiferos envolvem os testes in vitro e in vivo, além de serem utilizados para uma analise de
mutagenicidade e/ou antimutagenicidade. Geralmente, ratos e camundongos sdo utilizados
nos testes in vivo. Nos testes in vitro, diferentes linhagens celulares s&o utilizadas, inclusive

células humanas. Os linfocitos humanos e as células do ovario de hamster chinés sdo as mais
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utilizadas como mecanismo de avaliagdo da antimutagenicidade de inUmeros agentes
quimicos (ANDERSON et al. 1995; WATERS et al. 1996; ANTUNES; ARAUJO, 2000).

Como referéncia de ensaios in vivo, 0 teste de microndcleo € um dos mais utilizados
para andlise do potencial mutagénico e antimutagénico. Os agentes clastogénicos (que
guebram cromossomos) e aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregagédo
cromossémica anormal) também podem ser detectados através do teste que €
internacionalmente aceito para a avaliagdo do potencial mutagénico. Inicialmente, este teste
foi desenvolvido em eritrécitos de medula 6ssea de camundongos, mas € também realizado
em ratos (TAKAHASHI et al. 2004; XAVIER; NETO, 2005).

Os resultados da mutagénese podem ser verificados por meio do surgimento de
micronucleos, que sdo pequenos corpos possuindo &cidos desoxirribonucleicos (DNA),
encontrados no citoplasma, resultantes de quebras cromossémicas, criando particulas
acéntricas, ou com sequéncias de cromossomos inteiros que ndo se prendem ao fuso mitotico
e dessa forma, ndo alcangam os polos das células durante a mitose ou a meiose. Um
fragmento cromossémico acéntrico ou cromossomo inteiro ndo se agrega ao novo nucleo (por
ndo estar unido), este também pode conter um pequeno nucleo individual, chamado de
microndcleo (FAO et al. 2012).

Contudo, independentemente do grande numero de elementos potencialmente
mutagénicos, sabe-se muito pouco sobre o efeito deles no material genético. Cerca de 25.000
substancias que o homem tem acesso com maior facilidade, como a espécie de algumas
plantas e os aditivos alimentares, podem ser atestados ou estdo sob suspeita quanto a
expectativa de efetuarem um papel mutagénico sobre o0s animais submetidos a
experimentacdo cientifica (LIMA 1996; DA; BAYNES, 2000; SHILS 2003; RODRIGUES
2004).
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3 OBJETIVO
O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade angiogénica e/ou antiangiogénica, o
potencial mutagénico e/ou antimutagénico do 6leo extraido do Carthamus tinctorius (6leo de

cartamo).

3.1 - Objetivos especificos
Avaliar a possivel atividade angiogénica e/ou antiangiogénica do 6leo extraido do
Carthamus tinctorius mediante realiza¢ao de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como

modelo experimental a membrana corioalantoide do ovo embrionado de galinha.

Avaliar o potencial mutagénico do 6leo extraido do Carthamus tinctorius mediante a
realizagdo de experimentos “in vivo”, utilizando como modelo experimental o teste de

micronlcleo em medula éssea hematopoiética de camundongos.

Avaliar o potencial antimutagénico do 6leo de cartamo mediante a realizacdo de
experimentos “in vivo”, pelo tratamento simultaneo do 6leo e de um composto sabidamente
mutagénico, doxorrubicina, utilizando o teste de micronicleo em medula OGssea

hematopoiética de camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 — Oleo extraido do Carthamus tinctorius (Oleo de cartamo)

Oleo extraido do Carthamus tinctorius (6leo de cartamo), lote n°: 1085747, validade
setembro de 2018, fabricado por Colbras Industria e Comércio Ltda, CNPJ NO
00.413.925/0001-64, com sede em Cotia-SP, sob responsabilidade técnica de Dra. Fernanda
Cerveira Ernica, inscrito no Conselho de CRF — SP 37.702.

4.1.2 — Ovos embrionados da galinha
Foram adquiridos 60 ovos férteis de galinha (Gallus domesticus) junto a granja da
Chacara Sdo Domingos, a qual se localiza no km 09 da estrada velha para Bela Vista, Vale

dos Pampas, Aparecida de Goiania — Goias.

4.1.3 - Substancias utilizadas
a) Controle inibidor. Solucdo de dexametasona injetavel, na concentracdo de 4mg/mL
- Aché Laboratdrios Farmacéuticos, Lote n°: 1513259, validade em dezembro de 2017,
b) Controle negativo: Agua para Injecdo, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: CIA,
validade em junho de 2018.
c) Controle positivo: Regederm - Pele Nova Biotecnologia, Lote n° 00134061,
validade em fevereiro de 2018.
d) Cloreto de Sodio 0,9%, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: CCK, validade em
dezembro de 2017.
e) Solugéo teste. Oleo de cartamo, na com concentracio de 1.000 mg/ml.

4.2 — Camundongos

Para realizar os testes de mutagenicidade e antimutagenicidade, foram utilizados 48
camundongos machos heterogénicos saudaveis, da especie Mus musculus “outbred” linhagem
Swiss Webster, oriundos do Biotério da Pontificia Universidade Catdlica de Goiés,
apresentando peso corpéreo entre 30 e 40 gramas e faixa etaria entre 45 e 60 dias no dia do

experimento.
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4.2.1 Testes e controles

Foram preparadas dilui¢bes a partir do 6leo de cartamo nas doses de 500, 1.000 e
1.500 mg.kg™. Utilizou-se como veiculo diluidor e controle negativo o 6leo soja, e como
controle positivo, solucdo aquosa de Doxorrubicina na dose de 2,0 mg.kg™.

Cada grupo foi constituido por 06 camundongos Mus musculus para 0S ensaios
pretendidos:

1 - Grupo Teste da mutagenicidade — 18 camundongos.

2 - Grupo Teste da antimutagenicidade — 18 camundongos.

3 — Grupo controle positivo - 6 camundongos.

4 — Grupo controle negativo - 6 camundongos.

Totalizando 48 animais.

4.2.2 Padronizagédo do ambiente

Os animais foram adaptados ao espaco fisico do Laboratério de Estudos
Experimentais e Biotecnoldgicos (LEB) da Pontificia Universidade Catélica de Goias, situado
na Rua 232, N° 128, Setor Universitario, Area V, 3° andar, Sala 05 (Proximo a Praca
Botafogo), CEP 74605-140, Goiania — GO. A adaptacdo dos animais ao ambiente proposto
priorizou o bem-estar de forma que as gaiolas ficassem proximas umas das outras para
diminuir o estresse entre os animais.

A luminosidade, a temperatura, a intensidade de ruido e a umidade relativa do ar
foram as do ambiente geral. O experimento teve inicio apds o periodo de sete dias de

ambientacdo, conforme preconizado pelos comités de ética.

4.2.3 Condicdes de alojamento e higienizacdo
Os animais foram alojados em gaiolas de prolipropileno de dimensdes 30x20x13 cm.
Cada gaiola abrigou no maximo 05 (cinco) animais.
As gaiolas foram forradas com maravalha e a higienizacgéo foi realizada de 02 em 02

dias, com troca da mesma.
4.2.4 Condigdes de alimentacédo dos animais

Os camundongos foram alimentados com racdo comercial, Marca “Ra¢do Presence

para Ratos e Camundongos” indicada para animais de laboratorio (ratos e camundongos).
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O teste do micronucleo ndo exige restricdo alimentar. Portanto, foram fornecidos
alimentos solidos (racdo Presence) e agua filtrada a vontade (ad libitum). Consumo

aproximado de 05 gramas/animal/dia.

4.2.5 Aprovacao em comité de ética
O presente trabalho teve a avaliagdo e a aprovacdo da CEUA — Comisséo de Etica no

Uso de Animais da Pontificia Universidade Catolica de Goias, protocolo n°® 1.237.230.316 em
11 de setembro de 2016.

4.3 Metodologia
4.3.1 Procedimento experimental para avaliacdo “in vivo” da atividade
angiogénica/antiangiogénica na membrana corioalantoide do ovo embrionado de galinha

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automética na
temperatura de 38°C em ambiente imido (65%), e deslocados lateralmente a cada 15 minutos
durante os cinco primeiros dias de incubacdo. No quinto dia de incubacédo 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. A realizagdo do teste
foi feita dentro de uma camara de fluxo laminar, em ambiente previamente esterilizado com
luz ultravioleta para ndo haver contaminages reciprocas.

Apds a realizacdo da abertura na casca do ovo (utilizando-se seringa e solucao salina
estéreis) foi depositada uma gota de cloreto de sodio (NaCl 0,9% p/v) para auxiliar na retirada
da membrana da casca, expondo a MCA ja vascularizada. A abertura, entdo, foi vedada com
fita adesiva transparente e 0 ovo novamente incubado, porém, sem agitacao periddica e com a
base furada voltada para cima.

Ao final do 13° dia de incubacéo, discos de papel de filtro veiculando 3 pL do 6leo a
ser testado com os controles (negativo, indutor e inibidor), foram depositados diretamente
sobre a membrana de forma cuidadosa. O ambiente foi totalmente estéril. Todos os ovos
voltaram para a incubagdo até o 16° dia, quando foram retirados da incubadora para a adi¢do
da solucéo de formol (3,7% v/v) até a abertura da casca do ovo.

Todas as MCAs foram fixadas com solugdo de formol (3,7 % v/v) por 10 minutos,
cortadas detalhadamente, retiradas e mantidas em placa de Petri com solugdo de formol.

Posteriormente, foram obtidas por equipamento digital, as fotografias sobre um fundo branco
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no tamanho de 640 x 480 pixels e formato de RGB 24 bites, padronizados com o objetivo de
analisar e quantificar a rede vascular (WILTING et al. 1992).

As redes vasculares das membranas foram quantificadas utilizando o software
AngioQuant versdo 1.33. Os parametros analisados foram comprimento, calibre e nimero de
jungdes dos vasos sanguineos.

A andlise estatistica dos dados obtidos foi feita utilizando o software BioEstat versdo
5.3. Os grupos amostrais foram analisados primeiramente pela analise de variancia ANOVA —
teste de Tukey. As diferencas entre os grupos (controles e teste) foram consideradas

significativas quanto P apresentava valores menor que 0,05 (p < 0,05).

4.3.2 Procedimento experimental para avaliacdo “in vivo” da atividade
mutagénica/antimutagénica através do teste do microndcleo em medula dssea de
camundongos

O experimento teve inicio apds o periodo de sete dias de ambientagdo no Laboratério
de Estudos Experimentais e Biotecnologicos, Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude e
Mestrado em Genética, da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, conforme preconizado
pelos comités de ética

Cada grupo foi constituido por 6 camundongos albinos Mus Musculus que foram
tratados, intraperitoneal, com as doses de 500, 1.000 e 1.500 mg.kg™ do 6leo do Carthamus
tinctorius. O grupo controle negativo foi tratado com 6leo de soja puro, enquanto que 0 grupo
controle positivo recebeu dose Unica intraperitonial de 2 mg.kg™, de doxorrubicina. Para a
avaliacdo da antimutagenicidade, foram administradas as doses de 500, 1.000 e 1.500 mg.kg™*
do O6leo do Carthamus tinctorius, concomitantemente com dose de 2 mg.kg? de
doxorrubicina.

Apbs 24 horas, os camundongos foram submetidos a anestesia por Tiopental (30
mg.kg?!), em seguida, realizou-se a eutanasia por deslocamento cervical. Os fémures foram
retirados, as epifises do fémur foram seccionadas e a medula éssea foi lavada com 01 ml de
soro fetal bovino. Ap6s homogeneizagdo da medula no soro, a centrifugacéo foi feita a 1.000
rpm por 5 minutos e o sobrenadante parcialmente descartado. O precipitado de células foi
homogeneizado com pipeta de Pasteur. Uma gota de suspensao celular foi transferida para a
lamina de vidro onde foi confeccionado o esfregaco das células da medula éssea
hematopoiética. Apos a secagem das laminas, foi feita a fixacdo das mesmas em metanol

absoluto durante 05 minutos e a coloragdo em solugdo Corante de Giemsa tamponada, com
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pH de 6,8 por um periodo de 15 minutos (HEDDLE 1973). As laminas foram lavadas em
agua corrente e deixadas secar em temperatura ambiente.

A confeccdo dos esfregacos e analise das laminas coradas e secas foi realizada pelo
procedimento “duplo-cego”, avaliando-se a quantidade de eritrocitos policromaticos

micronucleados em 2.000 eritrécitos.

4.4 Analise Citogenética

A andlise das laminas foi realizada em microscopio optico comum Nikon com a
finalidade de se detectar possiveis alteracdes e/ou perdas cromossdmicas (microndcleos) nos
eritrécitos policroméaticos (EPC) da medula dssea dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos. As células foram visualizadas em objetiva de imersdo de 100x, usando duas
laminas para cada animal, avaliando-se 2.000 EPC por lamina. Foi utilizada a média de duas
laminas como resultados. Para a avaliacdo da citotoxicidade, foram contados eritrdcitos
policroméaticos (EPC) e eritrécitos normocromaticos (ENC). A razdo EPC/ENC foi

determinada conforme Schmid (1975).

4.4.1 Anélise Estatistica
As frequéncias de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN) em 2.000 EPC
de cada grupo foram comparadas em relacdo ao grupo controle negativo e positivo pelo teste
da analise de variancia (ANOVA) e todos os pares comparados pelo teste de Tukey. Foram
considerados significativos valores de p <0,05.
As frequéncias de EPC e ENC de cada grupo tratado com o 6leo foram comparadas
com o grupo controle negativo e positivo por teste de ANOVA, e todos os pares comparados

pelo teste de Tukey. Também foram considerados significativos valores de p <0,05.

27



5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade angiogénica/antiangiogénica do 6leo de cartamo na
membrana corioalantoide do ovo embrionado de galinha.

Foi analisada a atividade angiogénica do Oleo de cartamo na concentracdo de
1.000mg/ml na membrana corioalantoide do ovo embrionado de galinha (MCA). A &gua
destilada foi utilizada como controle negativo, a dexametasona como controle inibidor e o
regederm (Pele Nova Biotecnologia) como controle positivo. As redes vasculares das
membranas foram analisadas apos 72 horas de tratamento dos controles e teste (MELO-REIS
et al. 2010; CHAVES et al. 2016).

Por intermédio do software AngioQuant, foi medido o comprimento, o calibre, e o
naumero de junc¢des dos vasos sanguineos formados na membrana corioalantoide. As médias e

0s desvios padrdes estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Médias e desvios padrdes obtidos na mensuracdo do comprimento, do calibre e do
namero de jungdes dos vasos sanguineos nos controles e no teste (6leo de cartamo), utilizando
o0 software AngioQuant.

Grupos Comprimento Calibre NUmero de juncBes
Controle inibidor 456,2 + 108,32 2656,6 + 759,9 ¢ 45+2,09
(Dexametasona)

Controle negativo (H20) 1983,2 + 286,3 ° 6781,5 + 865,8 ¢ 23,7+22h

Controle positivo 29133 +332,2°¢ 9270,3 + 11512 44143410
(Regederm)

Teste (Oleo de Cartamo) 2884,1+2745°¢ 9512,2 +1239,2F 63,3+3,91

ANOVA — Teste Tukey.
Letras iguais — ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05). Letras diferentes — houve diferenca estatistica (p <
0,05).

Na tabela 1, foi observado que em relacdo ao comprimento dos vasos sanguineos
mensurados na MCA, o Gleo de cartamo apresentou aumento da rede vascular quando
comparado aos controles negativo (p<0,05) e inibidor (p<0,05). Entretanto, quando
comparado ao controle positivo, ndo foi constatada diferenca significativa (p>0,05). Portanto,
0 0leo de cartamo e o controle positivo apresentaram aumento significativo na formacgéo da
rede vascular. Foi observado também, que o controle inibidor apresentou significante reducéo
da vascularizagdo na MCA do ovo embrionado de galinha em relagdo ao controle negativo
(p< 0,05).
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Em relacéo ao calibre dos vasos sanguineos avaliados na MCA do ovo embrionado de
galinha, o 6leo de cartamo apresentou aumento quando comparado aos controles negativo
(p<0,05) e inibidor (p<0,05). Entretanto, quando comparado ao controle positivo, nao foi
constatada diferenca significativa (p>0,05). Portanto, o 6leo de cartamo e o controle positivo
apresentaram aumento significativo na formacéo da rede vascular. Observou-se também, que
o controle inibidor apresentou significativa reducdo da vascularizagdo na MCA em relacgdo ao
controle negativo (p< 0,05).

Em relacdo ao nimero de juncBes dos vasos sanguineos que foram analisados na MCA
do ovo embrionado de galinha, o éleo de cartamo apresentou aumento do nimero de juncdes
qguando comparado aos controles negativo (p<0,05) e inibidor (p<0,05) e ao controle positivo.
Portanto, o 6leo de cartamo e o controle positivo apresentaram aumento significativo na
formacdo da rede vascular. Observou-se também, que o controle inibidor apresentou
significativa reducdo da vascularizagdo na MCA em relagdo ao controle negativo (p< 0,05).

As figuras 3, 4 e 5 mostram os graficos com as analises das mensuracdes do (A)
comprimento, (B) calibre e (C) nimero de juncdes das redes vasculares nas MCAs tratadas
com dexametasona (controle inibidor), agua (controle negativo), regederm (controle positivo)
e Oleo de cartamo (teste). Parametros obtidos através da quantificacdo feita pelo software
AngioQuant.

A COMPRIMENTO
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Figura 03 — Grafico Box plot das médias obtidas do comprimento das amostras das MCAs apds o tratamento
com o 6leo de cartamo e controles.
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Figura 04 — Gréfico Box plot das médias obtidas do calibre das amostras das MCAs apds o tratamento com o
6leo de cartamo e controles.
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Figura 05 — Gréafico Box plot das médias obtidas do nimero de juncdes das amostras das MCAs apés o
tratamento com o 6leo de cartamo e controles.
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As imagens apresentadas na figura 06 mostram a formacdo da rede vascular nos
diferentes controles e no tratamento com o 6leo de cartamo.

Figura 06 - Imagens representativas da rede vascular formada nas membranas corioalantoides (MCAs) do ovo
embrionado de galinha antes e ap6s a quantificagdo com o AgioQuant. 1 e 2 MCA tratada com dexametasona
(controle inibidor), 3 e 4 tratamento com &gua (controle neutro), 5 e 6 tratamento com regederm (controle
positivo), 7 e 8 tratamento com dleo de cartamo (teste).

5.2 Avaliacdo das atividades genotOxica, antigenotoxica, citotoxica e
anticitotéxica do o6leo de cartamo pelo teste de micronicleo na medula 0ssea
hematopoiética de camundongos.

Para a avaliacdo da atividade genotdxica e antigenotoxica do 6leo de cartamo foi
realizado o teste do micronucleo na medula 6ssea hematopoiética de camundongos.

Os resultados da frequéncia de MNEPC, média, desvio padréo e relagdo EPC/ENC
para as atividades genotdxica e antigenotoxica estdo representados nas tabela 02 e figura 07,

respectivamente.
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Tabela 2 - Frequéncia de MN/2000 EPC e relagédo entre EPC/ENC apds 24 horas do
tratamento com 6leo de cartamo em 03 doses e controles.

Eritrécitos policromaticos o
Doses do 6leo de cartamo ~ N°de micronucleados (MNEPC) RELAGAO

1 . EPC/ENC MEDIA
(mg.kg-* peso corporal) animais

Dados Individuais  MN/2000 EPC DP
MN /2000EPC Média + DP

500 6 5334337 35+0,89° 0.75+0,14°

1000 6 4534562 45+084° 0.72+0,18°¢

1500 6  13-14-11-12-10-11°  11.8+158" 0.69 + 0,05 ¢

Oleo de soja (controle 6  232231% 2240552 0.92+0,08¢

negativo)

Doxarrubicina (controle 6  25:27-18-16-24-20  21.7+474 0.48 £ 0,11

positivo) **

aP>0,05; bP<0,05 cP>0,05 dP<0,05. Todos os resultados foram comparados com o grupo
controle negativo. O valor de P menor que 0,05 (p<0,05) foram considerados indicativos de
significancia.

*Controle negativo: 6leo de soja; ** Controle Positivo: Doxorrubicina (2mg.kg-1 peso corporal).

Na tabela 2 foi observado que as doses de 500 e 1.000 mg.kg™, do 6leo de cartamo,

ndo apresentaram atividades genotdxicas e citotoxicas. Nestas doses, ndo houveram

diferengas significativas (p>0,05) na frequéncia de MNEPC quando comparadas ao grupo

controle negativo. Entretanto, a dose de 1.500 mg.kg-! foi genotdxica, pois houve diferenca

significativa quando comparada ao grupo controle negativo.

A relagdo EPC/ENC, citotoxicidade, para as doses de 500 e 1.000 mg.kg-1, do 6leo

de cartamo, quando comparada ao controle negativo nao apresentaram diferenca significativa

(p>0,05), ou seja, ndo apresentaram citotoxicidade. A dose de 1.500 mg.kg-! foi citotoxica,

pois apresentou diferenca significativa quando comparada ao controle negativo.
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Figura 07 - Grafico representando a frequéncia de micronicleos em cada 2.000 eritrdcitos policromaticos nos
testes e controles dos grupos da mutagenicidade.

Os resultados da frequéncia de MNEPC, média, desvio padrdo e relacdo EPC/ENC
para as atividades antigenotoxica e anticitotoxicas estdo representados na tabela 03 e figura

08, respectivamente.

Tabela 3 — Frequéncia de MN/2000 EPC e relacdo entre EPC/ENC ap06s tratamento

simultaneo com doxorrubicina em 03 doses do 6leo cartamo e controles.

Doses do 6leo cartamo Eritrocitos policromaticos micronucleados ~
(mg.kg™ peso corporal) e N°de (MNEPC) Fg&?gﬁ‘ g
doxorrubicina (mg.kg?!  animais MEDIA + DP
peso corporal Dados Individuais MN MN/2000EPC -
/2000EPC Média £ DP
500 + 2 6 10-11-15-12-9-12 115+2,07°2 0.67+£0,13°¢
1000 + 2 6 13-12-15-12-15-15 13.7+151¢2 0.66 £0,09 ¢
1500 + 2 6 14-11-18-17-13-19 153+3,14°2 055+£0,11°¢
Oleo de soja (controle 6 232231 224055 0.92 +0,08
negativo) *
Doxorgzts’i'tci'\;‘; (controle 6  25-17-18-16-24-10 18.3+4,18 0.48 +0,11 ¢

ap>0,05; PP<0,05; °P>0,05; 9P<0,05. Todos os resultados foram comparados com o Grupo
controle positivo.

Na tabela 3 foi observado que as diversas doses (500, 1.000 e 1.500 mg.kg? ) do dleo
do Carthamus tinctorius administratadas concomitantemente com doxorrubicina (2 mg.kg™)

ndo apresentaram atividades antigenotdxica e nem anticitotdxica, pois quando comparadas aos
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eritrécitos policromaticos micronucleados e 0s respectivos testes, ndo houve diferenca entres
eles. O oleo do Carthamus tinctorius ndo interferiu na acdo genotoxica da doxorrubicina. O
mesmo também foi observado na atividade anticitotoxica, o 6leo de cartamo néo interferiu no

efeito citotdxico da doxorrubicina.

20 - 18,9
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10 -
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Figura 08 - Grafico representando a frequéncia de micronicleos em cada 2.000 eritrdcitos policromaticos nos
testes e controles dos grupos da antimutagenicidade.
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6 DISCUSSAO

6.1 Avaliacdo da atividade angiogénica/antiangiogénica

A avaliacdo das atividades angiogénica e antiangiogéncia do 6leo do Carthamus
tinctorius foi realizada através de ensaio “in vivo” na membrana corioalantoide (MCA) do
ovo embrionado galinha.

A MCA é utilizada frequentemente nos testes de angiogénese, sua formagao acontece
pela fusdo do mesoderma somatico do cérion com o mesoderma esplancnico do alantdide. Por
ser um Orgdo extra-embrionario amplo e vascularizado, a MCA é empregada com 0 uso de
instigantes e inibidores da angiogénese para avaliar a potencialidade da irritacdo de solventes
(SILVA 2011).

Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a concentracdo de 1.000 mg/ml do
6leo de cartamo exibiu a ampliacdo da rede vascular nas amostras de MCA testadas em
comparagdo com o controle negativo e inibidor (p<0.05).

N&o foram encontrados estudos que avaliaram o potencial angiogénico do 6leo de
cartamo. Entretanto, nas condi¢Ges desse experimento, constatou-se a atividade angiogénica
do oOleo de cartamo, que possui em sua composi¢cdo cerca de 80% de acido linoleico (AL)
(ROMANELLI; DRAGANO, 2012).

Assim como o Carthamus tinctorius, o girassol (Helianthus annuus L.) pertence a
familia asteraceae. Da sua semente € extraido o 6leo de girassol, que tem um alto potencial
angiogeénico, pois auxilia no processo de regeneracdo tecidual, estimula a neovascularizagdo
local, migracdo celular, proliferacdo e diferenciacdo fibroblastica. Pesquisas mostram que o
acido linoleico (AL), presente no dleo da semente de girassol e no 6leo de cartamo, contribui
para a proliferacdo celular, e também estd agregado ao processo inflamatorio, pois possui
efeitos de quimiotaxia e estimulacdo de neutrdfilo, além do efeito antibacteriano (FREITAS
2015).

O AL regula o processo de regeneracdo do tecido que € decorrente da formacdo de
NnOVOS Vasos sanguineos e exerce um importante papel quimiotaxico para macréfagos, que é
fundamental na expressdo de componentes do sistema fibrinolitico (regulagdo da produgéo de
colagenase), favorece o desbridamento autolitico no leito da ferida por contribuir com a
producdo de metaloproteinas, induzindo a granulagdo e podendo acelerar o processo de
cicatrizagdo. De fato, para ocorrer o0 processo cicatricial é necessario a inducdo da
angiogénese (FERREIRA et al. 2012).
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Um importante fator a ser considerado em nossos resultados é que o 6leo de cartamo
relaciona-se a inducdo da producgdo do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). A
cascata de sinalizacdo do VEGF ¢ importante na regulacdo da angiogénese, pois exerce
atividade bioldgica nos receptores transmembranicos com atividade de tirosina quinase
presente nas células do epitélio vascular (DVORAK 2002; L1 et al. 2003; FERRARA 2004).

De acordo com Junlatat; Sripanidkulchai (2013) o extrato do Carthamus tinctorious
(CTE) induz a expressdo do VEGF. O mesmo tem sido utilizado como um medicamento
tradicional para promover a circulacdo sanguinea, que esta relacionada a acdo do VEGF com
a funcdo de crescimento do pelo ocasionada pelo CTE, possivelmente através de VEGF. O
extrato de CTE pode atuar por indugdo da proliferacdo de células epiteliais perto da base do
foliculo piloso e pode induzir a vasodilatacdo de vasos sanguineos do couro cabeludo.

Nas condicdes desse estudo, o 6leo de cartamo mostrou-se um produto com
possibilidades promissoras, pois apresentou atividade angiogénica. A atividade angiogénica
como mencionada anteriormente é importante na inducdo de processos de cicatrizacdo de
feridas. Nesse aspecto, o desenvolvimento de pomadas para uso tépico serd importante para
ser avaliada em processos de regeneragdo tecidual em pesquisas experimentais de ensaios “in
vivo”. Assim, neste estudo a inducdo da atividade angiogénica pelo 6leo de cartamo torna-se
promissora, pois podera ser utilizado na cicatrizagdo de feridas.

6.2 Avaliacdo das atividades genotdxica/antigenotdxica, citotoxica/anticitotoxica

Neste estudo, a avaliacdo das atividades mutagénica e/ou antimutagénica, citotoxica
e/ou anticitotoxica do Oleo do Carthamus tinctorius foi realizada através do teste de
micronlcleo em medula 6ssea hematopoiética de camundongos. Testou-se as doses de 500,
1.000 e 1.500 mg.kg™ do 6leo de cartamo e controles. Todas as amostras foram comparadas
entre si e aos controles positivo (doxorrubicina) e negativo (6leo de soja).

Os resultados do teste do micronlicleo apresentaram a auséncia de atividades
mutagénica e citotdxica do 6leo de cartamo nas doses de 500 e 1.000 mg.kg™. N&o foi
observado aumento na frequéncia de micronicleos em eritrocitos policromaticos, quando
comparados ao grupo controle negativo. Também ndo houve diferenga significativa na
comparagdo da frequéncia EPC/EPN. Carvalho-Silva et al. (2011) verificaram que um
suplemento do Oleo de cartamo apresentou atividade antimutagénica, 0 mesmo continha
77,759 de é&cido linoleico conjugado (CLA) por 100g de &cidos graxos totais, onde
concentragdes de 2% e 4% do composto apresentou tal atividade.
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Na dose de 1.500 mg.kg™?, os resultados do teste indicaram a presenca das atividades
mutagénica e citotoxica, constatando diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle
negativo. Nobakht et al. (2000), trabalhando com extrato do Carthamus tinctorius (CTE)
identificaram a presenca de danos causados na medula Ossea dos ratos, decorrentes da
utilizacdo de altas concentracdes do extrato da planta. Tais achados entram em concordancia
com outro estudo realizado por Yin et al. (1991), demonstrando que o CTE pode causar
aberracdes cromossémicas na medula 6ssea dos animais.

Entretanto, as atividades mutagénica e citotoxica encontradas nos resultados deste
estudo firmam com os achados dos pesquisadores acima citados, sendo que 0s materiais
avaliados sdo diferentes, porém, pertencentes a mesma planta.

Além do Carthamus tinctorius outras plantas da familia asteraceae como a Baccharis
trimera e a Baccharis articulata também apresentam atividade mutagénica nos seus extratos,
€ 0 que mostram os resultados dos estudos de Fachinetto; Tedesco (2009) que avaliaram a
atividade antiproliferativa e mutagénica dos extratos aquosos de Baccharis trimera e
Baccharis articulata, sobre o sistema teste de Allium cepa. Os extratos aquosos de B. trimera
e B. articulata apresentaram inibicdo da divisdo celular na concentragdo usual de 15 mg ml™,
indicando a ocorréncia de atividade antiproliferativa e mutagénica dos extratos, onde
aberracdes celulares foram encontradas.

Né&o foram encontrados estudos que testaram o potencial mutagénico e antimutagénico
do Oleo de cartamo com doses acima de 1.000 mg.kg:. Mas, nas condicdes desse
experimento, foi constatada a atividade mutagénica do 6leo. Portanto, o 6leo de cartamo em
doses elevadas, acima de 1.000 mg deve ser utilizado com cautela pela populagédo em geral.
Outros estudos referente a atividade mutagénica encontrada no éleo de cartamo devem ser

conduzidos a fim de melhor esclarecer este processo.
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7 CONCLUSAO

- O oleo extraido da semente do Carthamus tinctorius apresentou atividade

angiogénica na MCA;

- N&o apresentou atividade mutagénica e nem citotdxica nas doses de 500 e 1.000

mg.kg™

- Apresentou atividade mutagénica e citotoxica na dose de 1.500 mg.kg™.
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