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SANTANA-BASTOS, Eduardo Muniz. Atividade citotoxica e anti-inflamatoria de extrato
de folhas de Jatropha curcas L. em cultura de células gliais. 101 f. 2017. Tese (Doutorado)
- Instituto de Ciéncias da Saude, Rede Nordeste de Biotecnologia, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2017.

RESUMO

A Jatropha curcas L. (J. curcas L.), planta da familia da Euforbeaceae, conhecida localmente
como pinhdo manso, apresenta alta plasticidade adaptativa, sendo cultivada em diferentes
regides de clima tropical e subtropical do mundo. Configura-se uma alternativa na medicina
popular tradicional e veterinaria para tratamentos de varias condi¢des patoldgicas. Estudos
demonstram que acdo farmacolégica como antimicrobiano, antifdngico, antioxidante,
cicatrizante e anti-inflamatorio possa esta associado a presenca de classes de compostos
bioativos como os flavonoides e taninos. No entanto, ndo existem relatos da acdo de
compostos isolados desta planta no Sistema Nervoso Central (SNC). A escassez de
conhecimento técnico-cientifico sobre a espécie gera uma demanda por estudos mais
aprofundados. Assim o presente estudo objetivou realizar um mapeamento prospectivo
sitematico sobre evolucao tecnoldgica das diversas utilizagdes da planta Jatropha curcas L.,
obter extrato metandlico de folhas de J. curcas L. (EJC) e suas fragbes (F,EJC), realizar
triagem fitoquimica qualitativa dos bioativos do EJC e investigar a atividade citotoxica e anti-
inflamat6ria em culturas primarias de células gliais submetidas a estimulo inflamatério. A
prospeccdo de registros tecnologicos a partir da base de dados do Escritério Europeu de
Patentes (Espacenet®), entre o periodo de 1983 a 2012, ndo revelou documentos de
tecnologiais (patentes) com finalidade terapéutica farmacoldgica da J. curcas L. A triagem
fitoquimica do EJC apresentou resultado positivo para xantonas, leucoantocianidinas,
catequinas (taninos catéquicos), flavanonas e flavonoides, xantonas, esteroides, terpenoides e
saponinas. Foi observada atividade anti-inflamatéria do extrato metandélico de folhas de J.
curcas L. e fracBes em ceélulas gliais obtidas a partir de cértex cerebral de ratos Wistar
neonatos, tratadas com lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS 1 pg mL™). O EJC (0,1
g mL™ a 1.000 pg mL™) ndo foi citotéxica para as células gliais e apresentou EC50 de
10,794 pg mL™. O tratamento com LPS induziu ativacdo de astrocitos e microglias
caracterizada por modificacfes morfoldgicas e da expressao de marcadores epecificos GFAP
e Iba-1, respectivamente além dada ativacdo do Fator Nuclear kaap B (NF-kB) em astrocitos
além de aumento da producdo de Oxido nitrico (NO). O Tratamento com o EJC preservou
células quiescentes e atenuou ativagédo de células gliais pos inducgéo inflamatdria. Observou-se
que EJC, FLEJC e F,EJC (0,1 pg mL™) inibiram a producéo de NO, inclusive apés estimulo
inflamatério com LPS. Os resultados sugerem que o EJC inibe a ativacdo do NF-kB por
apresentar compostos bioativos da J. curcas L. com possivel blogueio da resposta glial na
regulacdo de genes envolvidos no processo inflamatdrio. Os resultados também contribuiram
para a geracdo do documento de depdsito de patente no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) no intuito de assegurar as novas descobertas desenvolvidas.

Palavras chave: Jatropha curcas L., atividade Anti-inflamatdria, células gliais, microglia e
astrocito.
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SANTANA-BASTOS, Eduardo Muniz. Cytotoxic and anti-inflammatory activity of leaf
extract of Jatropha curcas L. in glial cell culture. 101 f. 2017. Thesis (Ph.D.) - Institute of
Health Sciences, Northeast Network of Biotechnology,Federal University of Bahia, Salvador,
2017.

ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euforbeéceae), known locally as “pinhdo manso”, is a plant with highly
adaptable plant cultivated in different regions of tropical and subtropical regions of the world.
Its adopeted in traditional folk medicine for the treatment of various pathological conditions,
including arthritis, wounds and especially inflammation. Parts of the plant heve been
demonstrated biological activites, as antimicrobial, antifungal, antioxidant, healing and anti-
inflammatort, however, there are no evidences about effects on the Central Nervous System
(CNS). Increasing evidence shows that glia cells, in speciall astrocytes and microglia, play a
crucial role in the inflammatory response in the CNS, implicated in the pathogenesis and
progression of neurodegenerative diseases. The glial reaction (gliosis) is chacterized by a set
of alterations including changes in the synthesis and distribution of cytoskeletal proteins,
release of molecules involved in inflammation, and reduced ability to regulate extracellular
neurotransmitters and ions. The objective of the present work was to perform a prospective
study about the technological evolution of the various uses of the Jatropha curcas L., to
obtain a methanolic extract from leaves of J. curcas L. (EJC) and its fractions (FnEJC), to
perform qualitative phytochemical study of EJC and to investigate the cytotoxic and anti-
inflammatory activity in primary cultures of glial cells submitted to inflammatory stimuli. The
prospection of technological registrations from the database of the European Patent Office
(Espacenet®), the platform with the largest number of associates in the world, between the
yars of 1983 and 2012, did not reveal technology documents (patents) with pharmacological
therapeutic purpose of J. curcas L. Phytochemical screening of EJC showed positive results
for xanthones, leucoanthocyanidins, catechins (catheteric tannins), flavanones and flavonoids,
xanthones, steroids, terpenoids and saponins. Glial cell cultures were obtained from the
cerebral cortex of neonates Wistar rats and treated wit LPS (1 pg mL'l). EJC at 0.1 - 1,000 ng
mL" was not toxic to glial cells, and presented EC50 of 10.794 pg mL™". Treatment with LPS
induced astrocyte and microglia activation characterized by morphological modifications and
changes on expression of GFAP and Iba-1, markers of astrocytes and microglia, respectively,
as well as activation of transcription factor NF-kB and production of NO. EJC treatment
associated with LPS attenuated gliosis and activation of the LPS-induced Nuclear kaap B
Factor (NF-kB). Moreover, (EJC) and fractions F,EJC and F,EJC reduced LPS-induced
prodution of NO. Togheter these results indicates that EJC presentes anti-inflammatory
antivity in reative glial cells associated to inibition of NF-kB. The results also contributed to
the generation of the patent document of invention in the National Institute of Industrial
Property (INPI) in order to ensure the new discoveries developed.

Keywords: Jatropha curcas L. Anti-inflammatory activity, Glial cells, microglia and
astrocyte.
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1. INTRODUGCAO GERAL

Jatropha curcas L. (J. curcas L.), pertence ao grupo das angiospermas, da familia
Euphorbiaceae, a mesma da mamona (Ricinus communis L.) (RAJU; MONI,
SUBRAMANIAN, 2006; SCARPA; GUERCI, 1982), mandioca (Manihot esculenta Crantz)
(MCMAHON; WHITE; SAYRE, 1995) e seringueira (Hevea brasiliensis) (BELLINI,
MORAES, 2005b). Conhecida por varios nomes populares, 0os mais citados sdo pinhdo manso
e pinhdo bravo (ALVES et al., 2008). A origem precisa da J. curcas L. ndo é bem conhecida e
controversa, mas a maioria dos autores relatam a probabilidade da planta ter se originado nas
Américas (HELLER, 1996; OPENSHAW, 2000). E um arbusto grande, de crescimento
rapido, cuja altura normal é de dois a trés metros, podendo chegar até cinco metros, a
depender do tipo de solo e condicBes climaticas especiais (ARRUDA et al., 2004). A
distribuicdo geografica da J. curcas L. € bastante vasta, devido a sua rusticidade, resisténcia a
longas estiagens e as infestacbes de pragas e doengas, sendo adaptavel as adversidades de solo
e clima (ALVES et al., 2008).

Historicamente esta espécie tem sido utilizada em cultivo, tanto para protecdo do solo contra
erosdo, como para estabelecimento de cercas vivas, e seus farmacdgenos, porcao vegetal onde
se localizam os compostos ativos como: caule, raizes, sementes e folhas sdo bem conhecidos
da medicina tradicional (SEVERINO et al., 2006). A planta, na cultura popular, apresenta
diversos usos com acdo laxante, anticoagulante e antimicrobiana de feridas (OSONIYI;
ONAJOBI, 2003; GANDHI; CHERIAN; MULKY, 1995;). Estudos experimentais
demonstraram a acdo famacoldgica como antibacteriana cicatrizante e anti-inflamatdria
(NITIN et al., 2016; MUJUMDAR; SHETTY et al., 2006; MISAR, 2004).

O processo inflamatorio estd associado a patogenia de inimeras enfermidades, inclusive as
que acometem o Sistema Nervoso Central (SNC). A neuroinflamacdo, propriamente dita, €
um dos diferentes processos apontado como responsavel pela progressdo de doencas
neurodegenerativas no SNC (WYSS-CORAY; MUCKE, 2002). A resposta inflamatoria,
apesar de ser um processo necessario na defesa do organismo, quando exagerada pode
acarretar processos degenerativos cerebrais por ativacdo de células gliais (HERBER et al.,
2006; STREIT; MRAK; GRIFFIN, 2004). Evidéncias crescentes mostram que as células
glias, em especial astrécitos e microglias desempenham papeis cruciais na resposta
inflamatdria, que implicam na protecdo ou progressao destas enfermidades podendo constituir
alvos celulares de intervencdo com anti-inflamatério (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).
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Assim, nesta Tese sdo apresentados os resultados obtidos, em um estudo prospectivo, sobre as
diversas utilizagBes tecnoldgicas da J. curcas L. no mundo, a obtencdo de produto vegetal,
extrato metandlico de folhas de J. curcas L. e fracOes, e investigacdo do efeito citotoxico e
atividade anti-inflamatéria em cultura primaria de células gliais, astrocitos e microglias,
submetidas a estimulo inflamatdrio, no intuito de contribuir para descoberta de novos

bioativos importantes a terapéutica das doencas neurodegenerativas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A planta Jatropha curcas L. (J. curcas L.)

A Jatropha curcas L. (Fig. 1) caracteriza-se como uma planta de cultura perene, caducifolia,
rustica, resisténte ao déficit hidrico e ataque de pragas; além disso, apresenta adaptacdo as
mais diversas condi¢Ges edafoclimaticas e pode atingir aproximadamente 5 metros de altura
(GONCALVES; MENDONCA; LAVIOLA, 2009; TEIXEIRA, 2005). A depender da regido
do Brasil apresenta diferentes nomes populares como: pinhdo-manso, pinhdo-paraguaio,
pinh&o de purga e pinhdo de cerca (PINTO et al., 2009). Em outras nacdes é conhecida como:
yu-lu-tzu (China), mupuluka (Angola), tempate, (Hoduras e El Salvador), physic nut, purging
nut (Inglaterra/Estados Unidos), médicinier, pognon d’inde, purghere (Franga) kadam,
(Nepal), butuje (Nigéria), ratanjyot jangli erandi (Hindi) e pifioncillo (México)
(SATURNINO et al, 2005; HELLER, 1996; MARTIN; CRUZ, 1985).

A espécie Jatropha curcas L. pertence a familia Euphorbiaceae que compreende um grupo de
plantas reunidas em cinco subfamilias: Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae,
Crotonoideae e Euphorbioideae (WEBSTER, 1994, WURDACK; HOFFMANN; CHASE
2005). A algumas espécies desta familia tém se destacada importancia econdmica, como
Manihot esculenta Crantz (macaxeira), da qual é extraida a farinha de mandioca (COSTA;
CARDOSO; OHAZE, 2003), Hevea sp (seringueira) pela uso do latex para a producdo de
borracha natural (CAMPELO, 2000), Ricinus communins L. (Mamona) pela extracdo de 6leos
que apresentam diversos usos na industria de tintas, sab0es, e cosméticos (COSTA et al.,
2009; CORREA; TAVORA; PITOMPEIRA, 2006), assim como a Jatropha curcas L., que
vem intensificando o seu cultivo para geragdo de Oleo (producdo de biodiesel), valor
ornamental e medicinal (NEVES; FUNCH, VIANA, 2010; PINTO et al., 2009; NUNES,
2007).



Figura 1 Espécie Jatropha curcas L.

Imagem de (A) Folha; (B) Fruto e (C) Inflorescéncia de pinhdo manso (Jatropha curcas L.).
Fonte: DE LIMA et al., 2012.

2.1.1 Origem e distribuicéo da J. curcas L.

Vaérios pesquisadores tentaram definir a origem da Jatropha curcas L. (Fig. 2), porém os
estudos sdo bastante controversos. A maioria dos relatos refere-se a América do Sul como
origem provavel, sendo encontrada de forma espontanea em quase todas as regides
intertropicais, ocorrendo em maior escala nas regides tropicais e, em numero bastante
reduzido nas regides temperadas (PEIXOTO, 1973). Para Arruda et al. (2004) se trata de uma
espécie nativa da América Central. Outros estudos etnobotanicos sugerem que o México seja
a nacao de origem mais confiavel da Jatropha curcas L., e que 0s povos nativos da América
do Norte foram os responsaveis pela distribuicdo na América do Sul (TOMINAGA et al.,
2007). De acordo com Martins e Cruz (1985) os portugueses, no fim do século XVIII,
introduziram a planta Jatropha curcas L. nas ilhas de Cabo Verde e em Guiné, no intuito de
aproveitar as terras ainda ndo exploradas daquele arquipélago, cujos solos eram de pouca
fertilidade e, dificilmente, poderiam ser utilizados para culturas menos ruasticas, de onde mais
tarde foi disseminada pelo continente africano (MARTIN; CRUZ, 1985).



Atualmente, o seu cultivo tem sido promovido por organizacGes governamentais e néo
governamentais, em paises como Africa do Sul, Mali, Nepal, Brasil entre outros
(SATURNINO et al., 2005). A finalidade principal esta relacionada a producéo de 6leo para a
fabricacdo de biodiesel, o que despertou o interesse de empresarios brasileiros, que desde
2004 vém intensificando o plantio da J. curcas L. no Brasil. De acordo com Tominaga e
colaboradores (2007), a distribuicdo geogréfica desta planta no Brasil, é bastante extensa, por
estd relacionada a sua resisténcia a longas estiagens, sendo adaptaveis as condicoes
edafoclimaticas de extrema variacdo, desde a regido nordeste ao sudeste do pais
(TOMINAGA et al., 2007).

Figura 2 Regido de origem e cultivo de Jatropha curcas L.

® Munch (1986)
@ Saturnino (2006)

Fonte: Adaptado por Heller, (1996).

2.1.2 Caracteristicas botanicas da J. curcas L.

A Jatropha curcas L. apresenta um diametro do tronco de aproximadamente 20 cm; possuli
raizes curtas e pouco ramificadas, caule liso, de lenho pouco resistente e medula
desenvolvida, floema com longos canais que se estende até as raizes, onde circula o latex. O
tronco é dividido em varios ramos compridos desde a base, que apresentam cicatrizes devido
a queda das folhas na estacdo seca, que ressurgem logo apos o inicio de periodo de chuva
(ARRUDA et al., 2004).



A J. curcas L. possui folhas verdes, esparsas e brilhantes, largas alternadas de peciolo longo
na forma de coragdo com nervuras esbranquicadas e salientes na face inferior (SATURNINO
et al., 2006). As inflorescéncias sdo em forma de paniculas cimeiras definida, com flores
pequenas na cor amarela esverdeada e em um mesmo ramo podem ocorrer flores masculinas,
flores femininas e flores hermafroditas (Fig. 3) (HELLER, 1996). Possuem também uma
floragdo descontinua com frutos da mesma inflorescéncia de idades diferentes (ARRUDA et
al., 2004). Os frutos sdo capsulas ovoides, de cor marrom escuro, com diametro de 1,5 a 3,0
cm, formado por um pericarpo ou casca dura e lenhosa, indeiscente, inicialmente verde e no
estadio de maturacdo de cor preta onde sdo encontradas améndoas brancas, ricas em 0leo
(PEREZ et al., 2004).

Segundo Frigo Sato e colaboradores (2008), dentre as culturas com potencial produtivo de
6leo a partir das sementes para producdo de biocombustivel, a J. curcas L. apresenta ser, entre
outros vegetais, a mais positiva pelo alto rendimento de dleo por hectare ou pela nédo
concorréncia com outros mercados, como ocorre com o milho e outras oleaginosas (FRIGO
SATO et al., 2008).

Figura 3. Desenho botanico da espécie Jatropha curcas L.

Imagem descrevendo estruturas vegetais da espécie Jatropha curcas L.: a — ramo florido, b- galho, c- folha, lado
esquerdo, d - pistilo da flor, e - estame da flor, f — corte transversal no fruto imaturo, g- frutos, h- corte
longitudinal nos frutos, i —semente. Fonte: adaptado por Heller, 1996.



2.1.3 Principais vantagens do cultivo da J. curcas L.

As principais vantagens do pinhdo-manso séo o fato de ser uma planta perene e de ter longo
ciclo produtivo, podendo chegar a 40 anos e manter a média de produtividade de duas
toneladas por hectare (AZEVEDO, 2006). O pinhdo-manso possui vantagens em relacédo as
outras oleaginosas como: possivel uso na recuperacao de areas degradadas, além de ser usado
em areas marginais e de baixa fertilidade, como também em regides de baixa precipitagéo.
Outro fator importante é a ndo necessidade de mecanizacdo da area a ser plantada, permitindo
0 uso em consorcio com outras culturas como feijdo, milho, abdbora, melancia, tornando a

sua utilizacdo mais propicia a agricultura familiar (ACCARINI, 2006).

No setor produtivo, a cultura de J. curcas L. também apresenta como ponto atrativo o alto
potencial de rendimento de dleo a partir das sementes. Enquanto a soja produz 500 Kg de
6leo/ha, o pinhdo-manso tem potencial para producédo de 1500 Kg 6leo/ha (TEIXEIRA, 2005;
FRANCIS, EDINGER; BECKER, 2005). O alto teor protéico dos frutos (58-60%) tem
chamado a atencdo de pesquisadores, no sentido de desintoxicar o 6leo e outros extrativos
para uso na alimentacdo animal (GONCALVES; MENDONCA; LAVIOLA, 2009). Para
tanto, a espécie J. curcas L. ainda se encontra em processo de domestificacdo e vem sendo
extensamente estudada, no que diz respeito aos aspectos agronémicos, devido ao seu
potencial uso como fonte de 6leo para a producdo de biodiesel (CAMARGO et al., 2010;
SATURNINO et al., 2006).

2.1.4 Toxicidade da Jatropha curcas L.

Elevado grau de toxicidade foi verificado nas sementes cruas, cozidas ou assadas de J. curcas
L. ratos tratados com dieta contendo estas amostras morreram num periodo de 2 a 16 dias
(LIBERALINO et al., 1988). O extrato metandlico, éter de petrdleo e diclorometano das
frutas apresentou efeito abortivo em ratas gravidas (GOONASEKERA, et al., 1995). Os
Esteres de forbol, ou ésteres diterpenos encontrados nas sementes sio as substancias mais
toxicas presentes na J.curcas L., pois sdo indutoras de formacdo de tumores e resposta
inflamatdria. Por serem lipossollveis grande parte dos ésteres diterpenos sdo extraidos
juntamente com o 6leo (ACHTEN et al., 2010; GONCALVES; MENDONCA; LAVIOLA
2009). Além disso, os extratos de frutos de pinhdo-manso demonstraram ainda interrupcao da

gravidez em ratas, sugerindo a realizacdo de mais estudos para elucidar se o efeito



embriotoxico € devido a uma acdo especifica ou resultado da toxicidade em geral
(GOONASEKERA et al., 1995).

2.1.5 Atividade farmacoldgica da Jatropha curcas L.

Desde tempos remotos a planta J.curcas L. €, usualmente, empregada na medicina popular
(SATURNINO et al., 2006). No mundo contemporaneo, o produto extraido da semente tem
sido sugerido para fins energéticos. Além disso, a planta arbustiva tem sido considerada uma
grande opc¢do de cultivo agricola, em éreas de solos pedregosos e quase inagricultaveis
(NUNES; PASQUAL; DOS SANTOS, 2008).

Preparac@es de todas as partes do vegetal, incluindo sementes, folhas e casca, frescas ou como
um decocto, séo utilizadas na medicina tradicional (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). O
6leo das sementes tem acdo laxante forte e também €, amplamente, usado para doencas de
pele e para aliviar dor causada por reumatismo (GANDHI; CHERIAN; MULKY, 1995). A
decoccdo das folhas é usada contra a tosse e como antisséptico ap6s o nascimento (HELLER,
1996).

Nos paises tropicais, a Jatropha curcas L. é utilizada tradicionalmente como hemostéatico, o
que incentivou a realizacdo de estudos que demonstram a acao coagulante do latex produzido
pela planta (OSONIYI; ONAJOBI, 2003). Pesquisas apresentaram também que, o Latex,
possui propriedade antimicrobiana contra as espécies Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes e Candida albicans (THOMAS, 1989).
O extrato hidroalcodlico bruto da casca do caule de Jatropha curcas L. em estudo realizado
em camundongos acelerou o processo de cicatrizacdo de feridas por varios mecanismos, ainda
ndo esclarecidos (SHETTY et al., 2006). Em 1994, Salas e colaboradores analisaram o efeito
cicatrizante do latex de Jatropha curcas L. sobre feridas cirurgicas na pele de camundongos.
O efeito cicatrizante foi observado apenas nos camundongos machos e, doses multiplas, numa
concentracdo acima de 50%, apresentavam efeito caustico sobre a pele tratada. Além disso, 0
extrato bruto das cascas apresentou uma efetiva aceleragdo no processo de cicatrizagdo em
ratos albinos (SALAS et al.,, 1994). Confirmado por Shetty et al., (2006) em testes
histopatoldgicos observaram aceleracdo no processo de cura com maior concentracdo de
coldgeno em forma de feixes, observou-se diminuigdo de ferida e aumento de resisténcia do
tecido epitelial da pele a ruptura (SHETTY et al., 2006).

De acordo com Rau et al. (2006), o extrato alcodlico dos frutos promoveu ativacdo de

Receptor Proliferador de Peroxissomo Ativado (PPAR), que possuem importante funcdo na



homeostasia da glicose e de lipidios, 0 que permite relacionar uma possivel fungdo no
tratamento da diabetes e da dislipidemia. O extrato aquoso de folhas de Jatropha curcas a L.

apresentou atividade antibacteriana contra patoogenos em alimentos (NITIN et al., 2016).

Nos estudos de Mujumdar e Misar (2004), a pasta preparada a partir do pé da raiz de J. curcas
L. com aplicagdo topica em ratos albinos apresentou atividade anti-inflamatoria. Essa
atividade pode estar associada a mediadores inflamatorios e ao metabolismo do é&cido
araquidénico produzido pela via da cicloxigenase (MUJUMDAR; MISAR, 2004).
Recentemente, a atividade larvicida do extrato etérico de Jatropha curcas L. foi avaliada
contra Aedes aegypti. O uso deste extrato pode ser sugerido para obtencdo de uma resposta
ecologicamente correta no controle dos vetores da dengue (RAHUMAN et al., 2008).

No estudo de Rug e Ruppel (2000) foi sugerido que o extrato aquoso de sementes verdes
trituradas e frutos maduros de Jatropha curcas L. poderiam ser utilizados no controle da
esquitossomose, pois este apresentou atividade contra o caramujo transmissor do Schistosoma
mansoni e do S. haematobium. Além disso, 0 extrato aquoso demonstrou atividade contra a
cercaria e 0s caramujos Biomphalaria glabrata, Bulinus truncatus e B. Natalensis
(CHIMBARI; SHIFF, 2008). Esta atividade foi associada aos ésteres de forbol (4 beta-
phorbol- 13- decanoate) extraidos do dleo dessa planta (LIU et al., 1997).

Muanza e colaboradores (1995) descobriram que um extrato metanélico de folhas de J. curcas
L. apresenta protegdo para células linfoblastdides humanos aos efeitos citopaticos do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Substancias isoladas como: Jatropham, Jatrophine e
curcaina foram estudadas e apresentam propriedades anticancerigenas (MUANZA et
al.,1995). Outros compostos bioativos de Jatropha curcas L. foram obtidos como proteinas
funcionais aquaporinas, glucanases, esterases, lipases e peptideos ciclicos de potencial uso
farmacéutico como Jatrophidin, que mostrou atividade antifungica, e a curcaciclina, a qual
exibiu atividade antimalarica (MAKKAR; ADERIDIGRE, BECKER 1998).

Os dados, embora escassos, evidenciam a necessidade de estudos mais aprofundados. Por
outro lado, indicam a existéncia de propriedades farmacologicas importantes da Jatropha
curcas L. como acdo biologica anti-inflamatéria (OTHMAN et al., 2015; MUJUMDAR,;
MISAR, 2004). Nos ultimos anos, vem crescendo o interesse na busca de novos compostos
anti-inflamatorios de origem natural, que possam atuar como agente terapéutico sobre o

Sistema Nervoso Central (SNC) com o proposito de prevenir ou sanar 0s sintomas



desencadeados por processos neuroinflamatdrios, além de investigar os seus efeitos danosos
nas neurodegeneragdes (REZAI-ZADEH et al., 2008; HIRANO et al., 2006).

2.2 Neuroinflamacgéo

O Sistema Nervoso Central (SNC), local privilegiado para a comunicacdo adequada das
células neuronais, apesar da presenca de barreiras como a Barreira Hemato-Encefalica (BHE)
e a Barreira Hemato-Liqudrica (BHL) que Ihe confere a homeostasia, esta sujeito a eventos
patogénicos e vigilancia imunologica (RANSOHOFF; CARDONA, 2010; BROWN
RUETER; ZHANG, 2014). O Sistema Imunitéario (SI) em resposta biolégica a um insulto
fisico, toxico ou infeccioso constitui uma resposta inflamatoria (STOJKOVSKA; WAGNER,;
MORRISON, 2015; ALLAN; ROTHWELL, 2001). Neste contexto, novas pesquisas sugerem
que a resposta inflamatéria representa o fator crucial em muitas enfermidades do SNC
(GLASS et al., 2010).

Nesta compreensdo, a neuroinflamacdo caracteriza-se como complexa resposta celular e
molecular a um estresse no SNC na tentativa de conter o dano ou infeccdo através da
eliminacdo do patdgeno e, morte ou dano de células hospedeiras, auxiliando na recuperacéao
da area danificada (WYSS-CORAY; MUCKE, 2002). O acimulo de células inflamatérias e a
producdo de citocinas pré-inflamatorias contribuem para um conjunto de diferentes
enfermidades no SNC, que inclui lesdo, isquemia, infeccbes e doencas neurodegenerativas,
tais como Esclerose Lateral Amiotrofica (ALS), Doenca de Parkinson (DP), Doenca de
Alzheimer (DA), nas quais, modulam atividades funcionais das células neuronais normais
levando a perdas progressivas de células (ABRAMOV; CANEVARI; DUCHEN, 2004;
DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Os possiveis mecanimos envolvidos na progressdo destas patologias cerebrais ainda ndo estao
totalmente esclarecidos, mas estas condi¢fes patologicas compartilham caracteristicas
semelhantes como proteinas deformadas, extresse oxidativo, excitotoxidade e exacerbagéo de
inflamacéo que, consequentemente, podem gerar morte de células neuronais e gliais (LULL;
BLOCK, 2010).

Neste contexto, o SNC difere na sua resposta inflamatéria a outros tecidos, pois, em termos
gerais, infiltrados celulares no cérebro em resposta a inflamacao ocorrem lentamente (GLASS
et al., 2010). No entanto, muitas respostas inflamatdrias podem ser induzidas rapidamente por

células residentes (PERRY et al.,1995). O processo neuroinflamatdrio, em especial, abrange
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ativacdo de células gliais como microglia, macrofagos residentes especializados, e astrécitos,
resultando num fenotipo que apresenta aumento de expressdo e liberacdo de mediadores
inflamatdrios, tais como quimiocinas, citocinas e expressao de Receptor de Reconhecimento
de Padrdo (PRR) (VELIER et al., 1999). A microglia e os astrocitos apresentam funcoes
primordiais na defesa do cérebro; sdo as primeiras células no SNC que respondem a injurias e,
séo fortemente ativadas em doencas neurodegenerativas (WY SS-CORAY; MUCKE, 2002).

2.2.1 Atuacao das Células Gliais no SNC

O SNC possui origem numa area espessada do ectoderma embrionario e, assim como
qualquer parte do organismo € constituido por células (BENTIVOGLIO; MAZZARELLO,
1999; LENT; UZIEL; FURTADO, 2005). Este sistema em particular (Fig. 4), € composto de
neurbnio, unidade sinalizadora, e de um grupo de células polivalente denominada de
neuroglia ou células gliais, englobando tipos celulares bem especificos e amplamente
diferenciados (BEAR; CONNORS; OARADISO, 2008). As células da glia encontram-se
dispostas e interrelacionam com proximidades do corpo celular, axénio e dendritos dos
neurdnios, os quais influenciam as suas atividades, além de estarem altamente relacionadas na
manutencdo da homeostasia como na detoxificacdo (LENT et al., 2005; MOREST,; SILVER,
2003; FIELD; STEVENS-GRAHAM, 2002).

Figura 4. Principais células do Sistema nervoso Central
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Fonte: Disponivel em : http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/astrocitos-protoplasmaticos/. Acesso
em ago. 2016.
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Os neurdnios sao caracterizados distintamente das células gliais, pelos seus prolongamentos
polarizados especializados, os ax6nios e os dendritos, que propagam potenciais de acao,
realizam juncgdes sindpticas com outros neurénios e libertam moléculas importantes como 0s
neurotransmissores (LENT; UZIEL; FURTADO, 2005; BENTIVOGLIO; MAZZARELLO,
1999; MOREST; SILVER, 2003). Os neurotransmissores atuam de diversas possibilidades
como na excrecdo de quimiocinas importantes na migracdo, proliferacdo de células gliais,
assim como neuroprotecado, plasticidade e fisiologia celular. A neuroglia pode ser classificada,
no SNC, em dois grandes grupos distintos pela morfologia e funcionalidade, de acordo com
sua origem embrioldgica: a microglia, de origem mesodermal, e a macroglia, de origem
ectodermal (HAAS et al., 2006; Abdo et al., 2012).

2.2.2 Células Microgliais

As células microgliais constituem cerca de 10% do total de células encontradas no SNC. As
microglias sdo células fagociticas mononucleares, derivadas de progenitores da linhagem
mieloide. Vistas como macrofagos residentes do SNC, durante a embriogénese colonizam o
cerebro em desenvolvimento onde persistem ao longo da vida do individuo (PERRY;
HOLMES, 2014). Tem como principal funcdo resposta inflamatdria do SNC, sendo, em geral,
recrutada apos infeccdes, lesdes e doencas degenerativas no Sistema Nervoso (SN). Quando
ativada no sitio da lesdo, a microglia sofre mudancas morfolégicas, tornando-se capaz de
proliferar intensamente e realizar fagocitose (RANSOHOFF, CARDONA 2010).

O fendtipo microglial é determinado a partir do microambiente do SNC que apresentam
formas morfologicamente distintas (PERRY; HOLMES, 2014). Sob o estado de repouso em
condices fisioldgicas, a microglia exibe uma morfologia complexa (Fig. 5A) composta de
prolongamentos altamente ramificados que se estendem do corpo celular compacto e que,
continuamente, exploram o ambiente como regides das sinapses e extra sinapticas além de
interagir primariamente com astrdcitos, atuando como sensor do microambiente do SNC
(STREIT; WALTER; PENNELL, 1999). Os prolongamentos possuem a capacidade de busca
e eliminagdo de substancias tidas como estranhas, além de fagocitar restos de células ndo
viaveis (DALLAS; MILLER; BENDAYAN, 2006). A presenca de qualquer injuria ou mesmo
infeccbes muda a forma morfoldgica tornando-se ativada (Fig 5B), resultando na retracdo de

seus prolongamentos, proliferacdo e regulacdo de varios fatores de superficie celular (SAIJO


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bentivoglio%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10452351
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazzarello%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10452351
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazzarello%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10452351
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dallas%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16714484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16714484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bendayan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16714484
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et al., 2013; STREIT; WALTER; PENNELL, 1999). Vérios ligantes expressos em neurdnios,
astrocitos e oligodendrdcitos, ligam-se em receptores expressos na microglia, sinalizando
através destes receptores a inibicdo da ativacdo microglial (RANSOHOFF; PERRY, 2009).

Danos ou distarbios cerebreais determinam intensa reacdo microglial, na qual expressa
receptores do tipo Toll (TLRs) e a produgdo de uma variedade de citocinas envolvidas na
neuroprotecdo, quanto na neurodegeneracdo (ABBASI et al.,, 2016; GEHRMANN et al.,
1995). Em doencas degenerativas, em particular a microglia reativa, pode ser considerada uma
mediadora de morte de neurdnios, por produzir neste caso, excesso de neurotoxinas, incluindo
Oxido Nitrico (NO), Fator de Necrose Tumoral o (TNF- o) e Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) (SANNO; CROTTI; GLASS, 2013; FLODEN; COMBS, 2007; SOLA et al., 2002).

Figura 5. Morfologia de células microgliais

(A) Microglia quiescente (B) Microglia ativada
(ameboide)
Condicoes fisiologicas Injuria ou infeccdes

Fonte: elaborada pelo autor

2.2.3 Células Astrogliais

As células astrogliais, comumente chamadas de astrocitos, sdo o tipo de célula glial mais
abundante no SNC, que constituem cerca de 20-50% do volume do cérebro. O nome
“astrocito” corresponde a aparéncia morfologica pela visualizagdo citoldgica, aonde lembra
um forma de uma estrela (ASCHNER; KIMELBERG, 1991; LARSSON et al., 1986). Os
astrocitos apresentam forma altamente fibrosa com multiplos prolongamentos ou processos

com ramificacdes que emanam do corpo celular. A depender da regido do cérebro podem
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apresentar morfologia diferente (Fig.6). Na substancia cinzenta parte mais externa do
encéfalo, os astrocitos protoplasmaticos sdo encontrados em maior concentra¢do, 0s quais,
apresentam morfologia com prolongamentos mais curtos, espacados e ramificados (SANJAY
et al., 2012). No entanto, na substancia branca, campo mais interno do cérebro, os astrocitos
fibrosos apresentam fendtipo com prolongamentos extensos, finos e muito ramificados
(PETER et al.,2013) . Corresponde um tipo celular diversificado quanto a morfologia,
desenvolvimento, metabolismo e fisiologia nos quais possuem versatilidade no SNC
(REICHENBACH; WOLBURG, 2009).

Os astrocitos desempenham diversas fungdes essenciais para a homeostase do SNC, exercem
influéncias trdficas essenciais para a sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurdnios,
direcionamento de axo6nios e formacdo e funcionamento das sinapses (ASCHNER;
KIMELBERG, 1991). Ao mesmo tempo, influenciam a expressdo fenotipica de proteinas
endoteliais especificas e estabilizam, através de interacdes com células endoteliais, a Barreira
Hemato-Encefalica (LUAN et al.,2012)

Figura 6. Morfologia celular dos astrécitos

+ Astrécitos

— Astrocitos protoplasmatico —
substancia cinzenta

+ Astrécitos

— Astrocitos fibroso — substancia
branca

Fonte: Disponivel em: http://slideplayer.com.br/slide/294050/. Acesso em nov. 2016.

Além disso, os astrocitos mantém um controle rigido da concentracdo de ions, aporte de
substratos metabdlicos e energia como a glicose aos neurdnios e, controle do ambiente, como
a homeostasia do pH (KOEHLER; GEBREMEDHIN; HARDER, 2006). E participa na
regulacao do fluxo sanguineo cerebral e do acoplamento neurovascular, bem como no auxilio
na defesa imune, por meio da sintese e secrecdo de diversas citocinas inflamatorias

(ROUACH et al., 2008). Ainda, os astrdcitos reciclam residuos neuronais, que incluem


http://slideplayer.com.br/slide/294050/
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subprodutos metab6licos e neurotransmissores sequestrados por captacdo ativa durante a
transmissdo sinaptica. Estas células expressam diversos receptores que permitem ndo sé
participar no processamento de sinais, mas funcionar especialmente como célula ativadora e
vigilante (HANISCH, 2002).

Na manutengdo e estabelecimento da homeostasia no SNC, os astrocitos apresentam uma
resposta adaptativa a qualquer processo de estresse. Para isso, ocorre a elevacdo da atividade
metabolica dos astrocitos juntamente como a producdo de fatores troficos e liberagdo para
aporte de moléculas relacionadas a sobrevivéncia do neurénio e células gliais, imprescindiveis
para a remodelagem tecidual. Normalmente, com a diminui¢cdo de energia e aumento de
radicais livres, os astrocitos adquirem elevada capacidade para a protecdo de células do SNC
(KOEHLER; GEBREMEDHIN; HARDER, 2006).

Os astrdcitos semelhantes as células microgliais, tornam-se ativados em resposta as mudancas
sutis no microambiente e ao dano tecidual intenso, nos quais, uma das reacgdes celulares mais
amplamente relatada como resposta aos danos do sistema nervoso é a astrogliose reativa
(MOORE; PERSAUD, 2008). A astrogliose apresenta-se como uma resposta ndo homogénea
e levemente graduada que varia de acordo com o tipo, gravidade e duracdo do insulto e, que €
caracterizada pela proliferacdo, hipertrofia e supraexpressdo da Proteina Acida Fibrilar Glial
(GFAP), que compde filamentos intermediarios como componentes dos prolongamentos ou
mesmo do citoesqueleto dos astrécitos (SOFRONIEW; VINTERS, 2010)

Entre as células neurais, os astrocitos sdo as células mais resistentes ao estresse oxidativo e
proporcionam protecdo aos neurdnios, principalmente, devido a seu alto conteddo de
Glutationa (GSH), um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina, e também
considerado o principal antioxidante cerebral (VOLTERRA; MELDOLESI, 2005). Além
disso, o0s astrdcitos expressam varios tipos de Receptor de Reconhecimento de Padrdo (PRRs)
incluindo os receptores TLRs como TLR4 (OCHOA-CORTES et al., 2016; PATRICK;
KURT, 2014). Atraves do reconhecimento e ligacdo a estes receptores, 0S astrocitos
respondem a insultos como o LPS, que aumenta a secrecao de citocinas, fatores neurotroficos,
como fator de transformacdo do crescimento, citocinas pro-inflamatorias e enzimas, como
Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS) (LEONID; HYEON-SOOK; SUNHEE, 2014;
STIPURSKY et al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hauser%20KF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24484974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tarassishin%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24659539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suh%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24659539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24659539
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Assim, devido a sua primordial fungdo na resposta imunolégica no SNC, os astrdcitos tém
sido amplamente referidos pela sua contribui¢do no inicio e na progressdo da maioria das
doencas neurodegenerativas (PARPURA et al., 2012). No entanto, este fato tem
demonstradoa participacdo dos astrocitos como componentes-chave no desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas e desordens neuroldgicas. Embora a presenca dos astrocitos
reativos no SNC seja componente-chave no desenvolvimento de doengas degenerativas e
desordens neurologicas, o papel dos astrocitos reativos ainda € escasso (MARAGAKIS;
ROTHSTEIN, 2006).

2.3 Mecanismos moleculares da neuroinflamacéo

Dentro do estudo do sistema imunitario, a participacdo da imunidade inata representa a linha
de defesa inicial do organismo contra a invasao de patdgenos e é efetiva no controle de injuria
instalada até que as células do sistema imune adaptativo iniciem uma resposta mais
especifica. Entre os componentes envolvidos na resposta imunolégica estdo os receptores
“Toll-Like” (TLRs) (DAVALOS et al., 2005). Estes receptores reconhecem ndo somente
Padrdo Molecular Associado a Patégeno (PAMP), como os lipideos derivados de bactérias, o
Lipopolissacarideo (LPS), mas também constituintes moleculares enddgenos conhecidos
como Padrdo Molecular Associado a Dano (DAMP) como, por exemplo, proteinas de choque
térmico e alarminas (KAWAI; AKIRA, 2006).

Os receptores TLRs tém sido identificados como sensores primarios na imunidade inata,
tendo o papel principal na infeccdo, mas também em doencas ndo infecciosas no SNC
(SOPHIE et al., 2012). Os receptores TLRs sdo proteinas que estdo presentes em
compartimentos intracelulares como endossoma e reticulo endoplasmatico e, reconhecem
acido nucleico viral, assim como, os TLR4 que estdo localizados na superficie celular e
reconhecem partes da parede de microrganismos como o lipopolissacarideo (LPS) em
bactérias ou particulas virais (MOGENSEN 2009; KAWAI; AKIRA, 2009).

O reconhecimento do LPS é mediado por proteinas auxiliares como Lipopolysaccharide
Binding Protein (LBP), a proteina CD14 que pode estar sobre a forma sollvel na circulacdo
ou ancorada a membrana celular (sCD14 e mCD14, respectivamente) e, ainda, a Proteina
Mieloide Diferenciadora (MD-2). Estas moléculas proteicas auxiliares como LBP, CD14 e
MD-2 na forma livre sdo responsaveis por transferir LPS para o receptor TLR4 ou para o
complexo formado entre o receptor TLR4 e a proteina MD-2 na superficie celular (GLEZER,;
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SIMARD; RIVEST, 2007). A ligacdo no TLR4 induz ativacdo do NF-kB, dimerizam e induz
uma cascata de sinalizagOes intracelular (Fig 7) que desencadeia o recrutamento de diversas
proteinas citoplasmaticas, através de interagdes especificas por via dependente ou

independente da proteina Myd88, do inglés, myeloid differentiation primary responsen
protein 88 (KAWAI; AKIRA, 2006).

Ambas as vias que podem ser ativadas convergem para ativacdo do Complexo de Quinases
(IKKSs), que por sua vez ativam a fosforilacdo, ubiquitinacdo e degradacdo proteassdmica da
Proteina Inibitéria 1kB, proteina responsavel por manter o NF-kB no citoplasma e sua
degradacdo permite a liberacdo do fator de transcricdo ao nucleo da célula para se ligar aos
elementos responsaveis no Acido desoxirribonucleico (DNA) (CARMODY; CHEN, 2007;
LU; YEH; OHASHI, 2008).

Esta cinética ou via de sinalizacdo NF-kB, pode ser evidenciada na regulacdo positiva de
genes pro-inflamatérios alvos que codificam citocinas (TNF), Interleucina 6 (IL-6),
interleucina 1 (IL-1), enzimas como iNOS, Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e outras moléculas
como a propria transcri¢do da proteina repressora IkB, o que resulta na auto-inibicdo do

sistema (KAWAI; AKIRA, 2006; KARIN; BEN-NERIAH, 2000).

Figura 7. Via de sinalizacdo NFKB evidenciada na regulacdo positiva de genes pro-
inflamatorios
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Fonte: Adaptado por Ghosh e Hayden (2008).
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Considerando os efeitos das respostas inflamatdrias por células gliais e os aspectos anti-
inflamatorios potenciais da Jatropha curcas L. torna importante investigar os efeitos
citotoxicos e anti-inflamatérios bem como e mecanismos de acdo de produtos, como extratos
de farmacdgenos desta planta, em sistemas mais complexos de interacdo de células SNC e

determinacéo de alvos celulares.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a atividade citotoxica e anti-inflamatéria do extrato e fragdes metanolicos obtidos

de suas folhas em culturas primarias de células gliais.

3.2 Objetivos especificos

v Obter extrato metandlico (EJC) e fracBes (FnJC) a partir de folhas da J. curcas L. e
realizar triagem fitoquimica qualitativa, preliminar de bioativos.

v Avaliar os efeitos do EJC e FnJC sobre a viabilidade e inducdo de alteracGes
morfolégicas em células gliais (astrécitos e microglia) derivadas do cortex cerebral de ratos
Wistar neonatos.

v Investigar os efeitos anti-inflamatérios de EJC e FnJC em cultura de células gliais,
apos estimulo com lipopollissacarideo de Escherichia coli (LPS).

v Investigar mecanismos de acdo associados aos efeitos anti-inflamatérios do EJC em
cultura de células gliais.

4. HIPOTESE

Extrato metandlico de folhas de Jatropha curcas L. reduz efeito inflamatoria por LPS em

cultura primaria de células gliais.
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INVESTIGACAO DO EFEITO CITOTOXICO E DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DA Jatropha curcas L. EM MODELO DE CUTURA PRIMARIA DE
CELULAS GLIAIS
Eduardo Muniz Santana Bastos; Alessandra Bispo da Silva; Paulo Lucas Cerqueira Coelho
Vitor Hugo Moreau da Cunha® Silvia Lima Costa

Universidade Federal da Bahia, UFBA, Salvador, BA, Brasil.
(eduardomunizm@hotmail.com).

RESUMO

Jatropha curcas L. (Euforbeaceae), conhecida localmente como "pinhdo manso", é uma planta
com planta altamente adaptavel, sendo cultivada em diferentes das regides tropicais e
subtropicais do mundo. Configura-se uma alternativa na medicina popular tradicional para o
tratamento de varias condicGes patologicas, incluindo artrite, feridas e especialmente
processos inflamatérios. Em estudos cientificos, farmacdgenos da planta demonstraram acédo
farmacol6gica como antimicrobiana, antifungica, antioxidante, cicatrizante e anti-
inflamatoria, porém, ndo ha evidéncias de efeitos sobre o Sistema Nervoso Central (SNC).
Evidéncias crescentes mostram que as células gliais, em especial astrocitos e microglia,
desempenham um papel crucial na resposta inflamatéria no SNC, na patogénese e progressao
de doencas neurodegenerativas. A reacdo glial (gliose) é caracterizada por um conjunto de
alteracbes incluindo alteracBes na sintese e distribuicdo de proteinas citoesqueléticas,
liberacdo de moléculas envolvidas na inflamacdo e reducdo da capacidade de regular
neurotransmissores extracelulares e ions. Neste estudo, investigou-se a atividade citotoxica e
anti-inflamatoéria do extrato metandlico obtido a partir de folhas de J. curcas L. (EJC) e
fracdes (FLEJC) em culturas primarias de células gliais submetidas a estimulo inflamatério
por lipopolissacarideo (LPS). Culturas de células gliais enriquecidas de astrocitos foram
obtidas a partir do cortex cerebral de ratos Wistar recém-nascidos e tratadas com LPS (1 pg
mL™). EJC em 0,1 - 1000 ug mL™ néo era toxico para células gliais, e apresentou EC50 de
10794 pg mL™. O tratamento com LPS induziu a ativacdo de astrécitos e microglias,
caracterizada por modificacbes morfoldgicas e alteracdes na expressdo de GFAP e lba-1,
marcadores de astrocitos e microglia, respectivamente, bem como ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB e producdo de NO. O EJC associado com LPS atenuado gliose e ativagdo
do LPS-induzida nuclear kaap B Factor (NF-kB). Além disso, (EJC) e as fracbes F,EJC e
F,EJC reduziram a producdo de NO induzido por LPS. Os resultados indicam que a EJC

.....

transcricdo NF-kB.

Palavras-chave: Atividade anti-inflamatoria; Jatropha curcas L.; Células gliais.
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ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euforbeéceae), known locally as “pinhdo manso”, is a plant with highly
adaptable plant cultivated in different regions of tropical and subtropical regions of the world.
Its adopeted in traditional folk medicine for the treatment of various pathological conditions,
including arthritis, wounds and especially inflammation. Parts of the plant heve been
demonstrated biological activites, as antimicrobial, antifungal, antioxidant, healing and anti-
inflammatort, however, there are no evidences about effects on the Central Nervous System
(CNS). Increasing evidence shows that glia cells, in speciall astrocytes and microglia, play a
crucial role in the inflammatory response in the CNS, implicated in the pathogenesis and
progression of neurodegenerative diseases. The glial reaction (gliosis) is chacterized by a set
of alterations including changes in the synthesis and distribution of cytoskeletal proteins,
release of molecules involved in inflammation, and reduced ability to regulate extracellular
neurotransmitters and ions. In this study we investigated the cytotoxic and anti-inflammatory
activity of the methanolic extract obtained from leaves of J. curcas L. (EJC) and fractions
(FNnEJC) in primary cultures of glial cells submitted to inflammatory stimulus by
lipopolysaccharide (LPS). Enriched glial cell cultures of astrocytes were obtained from the
cerebral cortex of neonates Wistar rats and treated wit LPS (1 pg mL™). EJC at 0.1 — 1,000 pg
mL™ was not toxic to glial cells, and presented EC50 of 10.794 ug mL™. Treatment with LPS
induced astrocyte and microglia activation characterized by morphological modifications and
changes on expression of GFAP and Iba-1, markers of astrocytes nd microglia, respectively,
as well as activation of transcription factor NF-kB and production of NO. EJC treatment
associated with LPS attenuated gliosis and activation of the LPS-induced Nuclear kaap B
Factor (NF-kB). Moreover, (EJC) and fractions F1IEJC nad F2EJC reduced t LPS-induced
prodution of NO. Togheter these results indicates that EJC presentes anti-inflammatory
antivity in reative glial cells associated to inibition of NF-kB.

Keywords: Anti-inflammatory activity; Jatropha curcas L.; Glial cells.

5.1. INTRODUCAO

Entre as numerosas espécies que fazem parte do arsenal de plantas com propriedades
terapéuticas, encontra-se a Jatropha curcas L. (J. curcas L.). Espécie da familia das
Euforbiacea, encontrada no mundo, em toda regido tropical, como arbustos e como cercas
vivas, sendo que sua utilizagdo principal relatada tem sido a partir das sementes, pois estas

contém grande quantidade de 6leo armazenado (SEVERINO et al., 2006).

A Jatropha curcas L. é uma planta nativa no Brasil, uma oleaginosa perene que apresenta um
longo ciclo produtivo, podendo chegar a 40 anos e manter a média de produtividade de
sementes em cerca de duas toneladas ou mais por hectare (AZEVEDO, 2006). Seu cultivo
pode ocorrer em areas marginais, em solos pouco ricos do ponto de vista agrondmico e que

sofrem com escassez de chuva. O plantio pode ser feito em consorcio com outras culturas
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como feijdo, milho, abdbora, melancia tornando a sua utilizacdo propicia a agricultura

familiar e evitando o empobrecimento do solo (ACCARINI, 2006).

As raizes, caules, casca, folhas, sementes e frutos, frescos ou cozidos da Jatropha curcas L.
sdo amplamente utilizados na medicina popular tradicional e veterinaria em muitos paises
para o tratamento de varias doencas (SILVA, 1998; SCHVARTSMAN, 1992; PIOCORREA,
1984). De acordo com Shettyl et al. (2006), o extrato etanolico da casca de J. curcas L. é
capaz de acelerar o processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas, experimentalmente induzidas
em ratos. Avaliacdo direta de folhas esmagadas da planta em cortes e feridas mostrou-se
efetiva na aceleracdo da coagulacdo sanguinea (OSONIYI; ONAJOBI, 2003). Assim como, a
aplicacdo topica de uma pasta preparada a partir do pé da raiz de Jatropha curcas L. em ratos
albinos mostrou efeito anti-inflamatério (MUJUMDAR; MISAR, 2004). Em estudos
apresentados por Othman et al (2015) resultados demonstraram que extratos, fracdes e
compostos bioativos a partir de folhas e raizes da J. curcas L. apresentam atividade anti-
inflamatdria em cultura de macrofagos de ratos in vitro. No entanto, dados, embora escassos,
evidenciam a necessidade de estudos mais aprofundados. Por outro lado, indicam a existéncia
de propriedades farmacol6gicas importantes da Jatropha curcas L. como atividade anti-
inflamatdria caracterizando importante aplicacdo terapéutica (SALAS et al., 1997). Visto que
vem crescendo 0 interesse na busca de novos compostos bioativos anti-inflamatérios como
estratégia terapéutica importante em processos inflamatdrios (RANG et al., 2003; BOHLIN,
1995) e em especial nas patologias neurodegenerativas no Sistema Nervoso Central.

Pois, devido a especificidade dos mediadores e subtipos celulares envolvidos em cada tipo de
inflamacdo uma terapia efetiva para o controle do processo inflamatdrio torna-se inexistente,
pois 0s compostos ativos utilizados em processos patologicos, tais como Anti-inflamatorios
Né&o-Esterdidais (AINES), Glicocorticoides, e o0s Anti-reumatdides apresentam diversos
efeitos indesejaveis (YUNES et al., 2001).

Evidéncias relatadas na literatura demonstram que, embora os mecanismos inflamatorios
participem dos fendmenos de reparacao tecidual, também estdo envolvidos em processos de
degeneracdo secundaria em doencas agudas e crbnicas do Sistema Nervoso Central (SNC)
(WYSS-CORAY AND MUCKE, 2002). Varias pesquisas baseadas nas propriedades
farmacologicas em sistemas bioldgicos a partir do uso de produtos naturais de utilizacdo na
terapéutica popular tém sido desenvolvidas com éxito (CALIXTO et al., 2000; SIMOES,
2007).
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Levando-se em consideracdo os varios estudos descritos acima, neste trabalho buscou-se
investigar o efeito anti-inflamtdrio do extrato metandlico a partir de folhas da planta Jatropha
curcas L. em modelo inflamatorio induzido por Lipopolissacarideo (LPS), em cultura

primaria de células gliais derivadas de cortex cerebral de ratos neonatos Wistar.

5.2 MATERIAIS E METODOS

Desenho experimental

O estudo consistiu num modelo experimental de inflamacdo induzido por lipopolissacarideo
(LPS) avaliando efeitos do tratamento de cultura primaria de astrocitos com o extrato e
fragdes metanolicos de folhas da J. curcas L. Para isso foram avaliados: citotoxicidade pelo
teste do MTT em diferentes condi¢des; morfologia celular por microscopia (contraste de fase)
e imunofluorescéncia, além da atividade anti-inflamatéria pela imunomarcagdo de NF-kB e

dosagem de nitrito (Reacédo de Griess).

Coleta e identificacédo da J. curcas L.

As folhas de Jatropha curcas L. foram coletadas, a partir do auxilio da Comissdo Executiva
do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), no municipio de Mutuipe, localizado no sudoeste
da Bahia (Fig. 1), especificamente na zona fisiografica do Recéncavo Baiano, regido do Vale
Jequiricd, de clima quente e imido e solo do tipo latossolo. Uma exsicata do material vegetal
contendo: flores, folhas, frutos e caule (Fig. 2) foi depositada no Herbario da Faculdade de
Tecnologia e Ciéncias (FTC) em Salvador (BA), sob o numero 118, onde foi realizada a
identificacdo da espécie da planta pela Boténica, Sonia Sales de Oliveira, coordenadora do

referido Herbério.
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Figura 1. Mapa do Estado da Bahia destacando a localiza¢do do municipio de Mutuipe local
de coleta da panta J. curcas L.
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Fonte: Disponivel em: Google maps, dados cartograficos, http://maps.google.com.br/maps. Acesso
em jan. 2017.

Figura 2. Exsicata da espécie Jatropha curcas L. n® 118.
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Fonte: Herbario FTC/Salvador-Ba, 2010.
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Producéo do extrato metanolica de folhas de J. curcas L.

Folhas da Jatropha curcas L. de massa inicial de 1500g foram secadas em estufa de
circulacdo de ar a 45°C, por 48 horas. Em seguida, os peciolos foram descartados e preservou-
se apenas a regido do limbo foliar para o processo de trituracdo em multiprocessador
(WALITA). O material vegetal seco triturado, adronizou-se 600g de pO verde que, foi
transferido para um erlenmeyer de 2 L. Logo depois, adicionou-se 1,5 L de solvente (Metanol
98% P.A). A vidraria foi coberta por folha de aluminio com pequenos furos para a evaporagao

do solvente volatil, iniciando o processo de maceracéao (Fig. 3).

A cada trés dias, filtrou-se o liquido da maceracdo em um frasco erlenmeyer, utilizando-se
funil de cano longo e papel de filtro (Watman), obtendo-se o extrato metandlico bruto, sendo

concentrado em rota-evaporador a uma pressao reduzida (-700 atm, 40 °C e 90 rpm).

O extrato metanolico bruto foi ressuspenso em 20 mL de metanol para remocdo total do
extrato seco do baldo de conservacdo. O extrato foi armazenado e seco em um béquer. Foi
pesado em capela com exaustor, no intuito de evaporar todo o metanol utilizado. Apds 24 h,
foi produzido apenas o extrato metandlico bruto de folhas de J. curcas L. com rendimento de
aproximadamente 4% (23,6g) em relacdo ao peso (600g) bruto das folhas secas trituradas da

planta.

Figura 3. Processo de obtencdo do Extrato metanolico de folhas de Jatropha curcas L. (EJC)

Folhas de Jatropha Rota-evaporador: obtepgéo
curcas L. (1500g). 4 do extrato metanolico
bruto J. curcas L.

Processo de maceracdo e
filtracdo (600g / 1500 mL).

Extrato metandlico
bruto de Jatropha
curcas L. (23,60).

Rendimento do produto vegetal obtido: Aproximadamente
(4%) do EJC em relacdo ao peso de folhas secas trituradas.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
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Triagem fitoquimica qualitativa preliminar do EJC

O extrato metanolico de J. curcas L. obtido foi direcionado a triagem fitoquimica preliminar
para deteccdo das principais classes de metabdlitos secundarios, a partir de reagdes quimicas
que procedem por coloracdo e/ou precipitacdo, caracteristico para cada classe de substancias
(MATOS, 1997). Na triagem fitoquimica, 2g de extrato vegetal de J. curcas L. foi pesado em
um béquer sendo adicionado etanol a 70% até completar 20 mL. Aqueceu o extrato em chapa
aquecedora até atingir temperatura (100 °C) por 2 min. Em seguida, foi resfriado
espontaneamente, a mistura foi filtrada em funil de vidro com o auxilio de algod&o. O filtrado

foi usado para realizar os testes fitoquimicos qualitativos a seguir:

Teste para fenois e taninos - Reac¢do com cloreto férrico (FeCls)

Transferiu-se 2 mL do extrato bruto para um tubo de ensaio. Adicionou-se 2 gotas de solucéo
etandlica de cloreto férrico a 2,5%. Agitou-se e observou-se variacdo da cor e formacdo de
precipitado comparando-se a um teste branco. Coloragdes entre 0 azul e o vermelho sdo
indicativas da presenca de fenois, quando o “branco” for negativo. Precipitado escuro em
tonalidade azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis; e verde, a presenca de taninos
condensados (Fig. 4).

Figura 4. Triagem fitoquimica para determinacdo fendis e taninos através de testes
colorimétricos qualitativos pela reacdo com cloreto férrico (FeCls).

+#+ Teste para fenéis e taninos - Reacio com
cloreto férrico (FeCly)

% 2g(EIC) : 2 gotas (FeCl,)

«» 20mL (Etanol 70%)
l l = =

2 mL (EIC)

= | 2 min _ Presenca de fenois
» “Fervura” *

Positivo Negativo
Azul e vermelho Branco

% variacdo da cor
% precipitado

Presenca de taninos
Preciptado e col. escuro de azul ou verde

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
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Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides

A técnica foi iniciada pela transferéncia de 2 mL do extrato filtrado em trés tubos nomeados
com os valores de pH 3 para acidificado, e alcalinos pH 8,5 e 11. Posteriormente foi
observado mudanca na coloracdo da amostra de acordo com o (Quadro 1), padronizado,

indicativo da presenca de antocianinas, antocianidinas e flavonoides (Fig. 5).

Figura. 5. Triagem fitoquimica para determinacdo de antocianinas, antocianidinas e
flavondides através de testes colorimétricos qualitativos.

HCl ou NaOH

2 ml. (EIC) | ‘ | ‘

pH 3 pH 8.5 pH 11

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Quadro 1. Coloracdo indicativa da presenca de antocianinas, antocianidinas e flavonoides.

Constituintes Cor do meio
pH 3 pH 8,5 pH 11
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavonas, Flavondis e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Vermelha plrpura
Flavanonois - - Vermelha Laranja

(-) sem mudanca na coloracéo
Fonte: Matos,1997.

Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

Dois tubos contendo 2 mL do extrato filtrado foram respectivamente, acidificado com HCI até
pH =3 e outro alcalinizado com NaOH até pH 11. Em seguida foram aquecidos durante 2
minutos, e foi observado, de acordo com o (Quadro 2), o aparecimento ou intensificacdo da

cor indicativa do constituinte, por comparagdo com os tubos correspondentes ao pH = 3 e pH
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= 4 do teste anterior. Neste teste a presenca de um constituinte pode mascarar a cor indicativa
de outro (Fig. 6).

Figura 6. Triagem fitoquimica para determinacdo de leucoantocianidinas, catequinas e

flavononas atraves de testes colorimétricos qualitativos.

HCl1 ou NaOH

2 mL (EJC) |
pH 3 pH 11

‘ Aguecimento ‘

2 min

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Quadro 2. Coloracéo indicativa da presenca de leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

- Cor do meio
Constituintes oH 3 OH 11
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Amarela -
Flavanonas - Vermelha Laranja

(-) sem mudanca de coloragéo
Fonte: Matos,1997.

Teste para flavonois, flavanonas, flavanonodes e xantonas

Em um tubo, alguns centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado foram
adicionados. Ocorréncia de reacdo que gera efervescéncia, observou-se por comparagdo do
tubo de pH = 3 usado para o (Quadro 3), a mudanca na cor da mistura. O aparecimento ou
intensificacdo de cor vermelha é indicativo da presenca de flavanonas, flavanonois e/ou

xantonas, livres ou seus heterosidios (Fig. 7).
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Figura 7. Triagem fitoquimica para determinacdo de flavondis, flavanonas, flavanonddes e
xantonas através de testes colorimétricos qualitativos.

0.5 mL de HCI

,Mg (granulado) concentrado

]
-

-

intensifimgac da oor

Agit ou mudanga de
* * coloragao
¥

Comparagao com tubo
pH3

2 mL [Exc)

Aparecimento ou intensificacio de cor vermelha é indicativo de flavanonas, flavanonois e/ou

¥antonas, livres ou seus heterosidios.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Teste para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard)

Uma porcéo do residuo seco do extrato 5 mg foi extraida com 2 mL de cloroférmio e filtrado
em um funil fechado com algod&o e alguns decigramas de Na,SO, anidro. Ao filtrado foi
adicionado 1 mL de anidrido acético e juntou-se, cuidadosamente, trés gotas de H,SO,
concentrado. Agitou-se suavemente, para se observar o rapido desenvolvimento de cores. A
coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente € indicativa da presenca de
esteroides livres. Coloragéo parda até vermelha indica triterpenoides pentaciclicos livres (Fig.
8).

Teste para saponinas

O residuo anterior do extrato, insoluvel em cloroférmio, foi dissolvido em 6 mL de H,O
destilada e filtrado. A solucdo foi agitada fortemente por 3 minutos, e observou-se a formacéo

de espuma. A espuma persistente e abundante indica a presenca de saponinas (Fig.8).
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Figura 8. Triagem fitoquimica para determinacdo esteroides e triterpenoides (Lieberman-
Burchard) através de testes colorimétricos qualitativos e saponinas pela formacgdo de
espumas.

-+ u
<+ Teste para esteroides e triterpendides * % Teste para saponinas

(Lieberman-Burchard).

Dissolvido em 6 mL de H,O

7 mlL destilada
i .
cloroférmio l
5 mg (EIC)
1
| .
TN Filtrado

Baquot - 3 thaS dE HESOq_
concentrado l
Vigorosa agitacdo
fur 1 mL de anidrido (3 min)
acético
i Na,50, anidro l

sohug0 | Formagdo de espumas |

':“““—’-‘""5 >| Agitar
W

A coloragéo azul evanescente seguida de verde
permanente € indicativa da presenca de
esteroides livres.

(MATOS, 1887)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Teste para quinonas

Em 5 mL de solucdo etérea foi adicionada 20 mg de extrato, apos solubilizacao foi adicionado
2 mL de solucdo 6N de NH,OH. Agitou-se bem a mistura e deixou-se separar as duas fases
para se observar o aparecimento de coloragdo na fase aquosa. A cor vermelha na camada

aquosa alcalina indica a presenca de quinona (Fig 9).
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Figura 9. Triagem fitoquimica para determinacdo de quinonas através de testes
colorimétricos qualitativos.

EJC[20 mg] Observar o aparecimento de
colorac3o na fase aquosa.
| 5 mL de solugdo etérea | ‘L
‘L A cor vermelha na camada aquosa

| 2 mL de solucio 6N de NH,OH. ‘ alcalina indica a presenga de quinona.

= | Separar as duas fases

Fonte: elaborada pelo autor, 2017.

Perfil cromatografico e fracionamento do EJC através da Cromatografia Liquida de
alta Eficiéncia (CLAE)

A analise cromatogréafica, para o fracionamento do extrato metandlico bruto de Jatropha
curcas L. foi realizado com auxilio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de
marca LaChrom ELITE (modelo L-2420) com sistema isocratico de injecdo manual, bomba e
detetor UV-Vis (VWR International USA), no Laboratorio de Biotecnologia Industrial (LBI),
do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS), da Universidade Federal da Bahia (UFBA) Salvador-
Ba. Na CLAE foi utilizado uma coluna Lichrospher Merck C18 semi-preparativa (4,5 mL de
volume de leito de poros e 10 mm) com coluna equilibrada a 40 °C a um fluxo de 6 mL/min.
A deteccdo foi feita por absorvancia no UV a 210 nm. Na fase movel, utilizou-se o Metanol
(MEOH) Ultrapuro especifico para CLAE. O extrato analisado foi preparado na concentracdo
de extrato 1 mg mL™ de MeOH. O volume de injecdo foi de 1mg mL™ com deteccdo por
absorvancia no UV a 210 nm, utilizando-se o metanol na eluicdo. A partir do perfil
cromatografico do EJC foi realizada nova andlise para separar grupos de fraces. Todos 0s
pardmetros utilizados para a investigacdo do perfil do EJC foram utilizados. O eluente que
neste caso em particular foi utilizado na eluicdo isocratica 90:10 foi o metanol/agua. Apos
varias corridas no CLAE as fragcbes do EJC, foram coletadas do cromatografo a partir da
analise do tempo de retenc¢do e formagdo de “picos”. De cada corrida no CLAE as fracoes

individualmente separadas foram reunidas obtendo um conjunto de fragdes e direcionadas
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para o rotaevaporador EG Technic modelo 9200 nas condigdes (-700 atm, 40 °C e 90 rpm). As
fracOes separadas do eluente (metanol/dgua) foram ressuspensas em metanol P.A com (500
uL), que posteriormente foram secadas em capela protegidas da luz, congeladas a -70 °C e
direcionadas para de liofiliador (Labotec 01.JLG). Em seguida foram previamente pesadas e
armazenadas em geladeira a -20 °C. O cromatograma foi obtido com eluicdo isocratica, com
metanol a 90%.

Culturas primarias de células gliais

As culturas celulares foram preparadas a partir de hemisférios cerebrais de ratos Wistar,
obtidos junto ao Departamento de Biorregulacdo, do Instituto de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal da Bahia (Salvador, BA, Brasil) e realizada de acordo com o Comité
Local de Etica em Experimentacio Animal aprovada sob o Protocolo CEUA-ICS n° 99/2016.

A obtencdo de cultura primaria de células gliais (Fig. 10) foi preparada de acordo com método
descrito por (COOKSON; PENTREATH, 1994). Resumidamente, a partir dos hemisférios
cerebrais de crias de ratos Wistar de um dia de idade (d1) pds-natal, o cortex foi isolado
assepticamente e as meninges foram removidas com auxilio de lupa para posterior dissecacao
mecanica do tecido cortical. As células foram posteriormente dispostas em frascos de cultura
de 75 cm? em meio DMEM (Cultilab, SP, Brasil), suplementado com 100 Ul mL™ de
penicilina G, estreptomicina 100 ug mL™, 2 mM de L-glutamina, 0,011 gL™ de piruvato, 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB), 10% de Soro Fetal Equino(SFE), 3,6 mg L™, Hepes e 33 mM de
glicose (Cultilab, SP, Brasil) e cultivadas em uma atmosfera umida com 5% de CO, a 37° C.
Apbs 7 dias (d0-d7), as culturas confluentes foram direcionadas para um agitador rotativo 200
rpm durante 2 horas; o sobrenadante contendo em sua maioria microglia foi removido e as
células aderidas contendo aproximadamente 90% de astrocitos foram adicionadas ao meio
DMEM com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e cultivadas em uma atmosfera imida com 5%
de CO, a 37° C por mais 5 dias (d7-d12). As células foram contadas numa camara de
Neubauer e plaqueadas a uma densidade de 3 x 10° (LIMA, 2001).
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Figura 10. Desenho experimental utilizado para obtencdo de cultura priméria de células
gliais.
Cultivo de glia DMEM 7 dias

“*DMEM (SEB 10%)

#37°C a 5% CO, Cultura prima.ria
de Astrocitos

90%

Decapitacdo

. {
Dissociagdo  / y l Microglia

Rein . o <
mecanica removida
C"_D/’ \
Rato Wist Cultivo de Astrocitos
[0 1(51 ar24h Obtencio de DMEM 5 dias
recém-nascido (24h) células do +DMEM (SFB 10%)
cérebro %37°C a 5% CO,

Fonte: elaborada pelo autor, 2017.

Efeito biologico do extrato metandlico das folhas de J. curcas L. (EJC) em cultura

primaria de células gliais

Para a avaliacdo da atividade bioldgica do extro metandlico da J. curcas L. e fracGes foram
realizados diluicdo para obter diferentes concentracfes testadas. Apds adquirir o EJC utilizou
o dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma, St Louis MO) para a dissolu¢cdo do EJC. Assim foi
preparado concentracdo 500 mg mL™ de EJC em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM/DMSO 1%) no intuito de obter concentracdes variando entre 0,1 — 50.000 pg mL™
de EJC em DMSO a 0,1%. As fragdes em particular apés liofilizagdo, o peso variaram entre
105 - 200 pg foram diretamente diluidas em meio DMEN com 0,1% de DMSO. O grupo
controle foi tratado com (DMEM +DMSO 0,1%) ndo demonstrou nenhum efeito significativo
nos parametros analisados em comparacdo com células moduladas apenas com o0 meio
DMEM. Conforme este resultado preliminar foi utilizado como controle o DMEM com 0,1%
de DMSO (veiculo de dilui¢do do EJC).
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Viabilidade celular: Curvas de Dose - reposta

Anélise de concentracdo-resposta foi realizada a partir do teste do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT, Sigma, St. Louis, MO). O teste baseia-se na
reducdo do sal tetrazolato de cor amarela em cristais de formazan de cor violacea. Essa
conversdo e realizada por células viaveis e pode ser quantificada por espectrofotometria com

0 comprimento de onda de 540 nm.

O experimento constituiu-se em placas de 96 pocos (TPP Suica) com culturas de células
gliais. As células foram incubadas nas concentracdes [0,1-50000 pg mL™] de extrato
metandlico bruto de folhas de Jatropha curcas L. ou 0,1% de DMSO (controle) comparado ao
lipopolissacarideo (LPS) indutor de inflamagdo durante 24 h. A viabilidade celular foi
guantificada pelo indice de conversio do MTT (cor amarela) por desidrogenases
mitocondriais de células vivas evidenciadas pela formacdo de cristais formazan (cor
violaceas) (HANSEN; NIELSEN; BERG, 1989).

As células, em condi¢des controle e tratadas, foram incubadas com MTT a uma concentracao
final de 1 mg mL™, durante 2 h. Em seguida, as células foram expostas a lise com 20%
(peso/volume) de dodecil sulfato de sodio (SDS) e 50% (v-v'*) de dimetilformamida (DMF)
(pH 4,7). As placas foram incubadas durante a noite a 37 °C, para dissolver os cristais de
formazan. A densidade Optica de cada amostra foi medida a 540 nm utilizando um
espectrofotometro (Thermo-Plate Reader). Os resultados foram apresentados como

porcentagem da absorvancia do controle.

O experimento foi realizado com oito pocos duplicados para cada analise. Os resultados do
teste de MTT foram expressos como percentuais de viabilidade dos grupos tratados em
comparagdo com 0 grupo controle. A regressao ndo linear foi realizada usando o software
Graphpad Prism 3.0, para realizagdo de analises estatisticas e para calcular a ECso do EJC,

que representam as concentragdes eficazes para matar 50% das células.

Analise de alteracdes morfologicas
Coloracéo May Grunwald

Para andlise de alteracdes morfoldgicas foi utilizada a coloragdo de May Grunwald, que € uma

técnica de coloragéo de esfregaco para células ndo utiliza corantes acidos e basicos, uma vez


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nielsen%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2470825
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berg%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2470825
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que seu principio utiliza corantes neutros. (VALLADA, 1999). As células ap0s exposi¢ao por
diferentes condi¢fes ja citadas, na propria placa de 96 pocos foram coradas com 100 pL do
corante durante 3 minutos, como fixador. Posteriormente, cada pogo contendo a células
confluentes, foi lavado com 200 pL de agua destilada de reacdo neutra, por 1 minuto,
homogeneizando-se por 5 minutos. A solugéo foi escorrida, e depois de seca, foi observada ao
microscopio de contraste de fase.

Imunocitoquimica

Apbs exposicdo as condicdes de tratamento do EJC 0,1 ug mL™ apds 24h, o meio de cultura
foi desprezado e os pogos com tapete celular foram lavados por trés vezes com Tampéo
Fosfato Salino (PBS) em pH = 7,4. As células foram entdo fixadas e permeabilizadas com
metanol durante dez minutos a —20°C. O excesso de metanol foi desprezado e as placas
ficaram em repouso, abertas, até completa evaporacdo e secagem do metanol. A seguir as
células foram reidratadas com PBS, permeabilizadas com Triton X-100 0,2% e bloqueadas
com PBS/ Albumina Sérica Bovina (BSA) 5% por 1 h e incubadas com o anticorpos 1gG
policlonais para proteina IBA-1 produzidos em coelhos (1:300, Wako), com anticorpo
policlonal de coelho anti-GFAP (1:300 em PBS, Santa Cruz), durante a noite em camera
Umida a 4 °C. Decorrido o tempo de incubacdo dos anticorpos primarios, as células foram
lavadas 3 vezes com PBS, e incubadas com o anticorpos 1gG secundéarios, produzidos em
camundongos contra IgG de coelho, de camundongo ou de rato, conjugados a fluoresceina
diluido em PBS na proporcdo de (1:500; Boehringer, Mannheim, Germany), sob agitacao
lenta, por 2 h a temperatura ambiente. Ap6s o tempo de incubacdo, os ndcleos das células
foram corados com o agente intercalante de DNA fluorescente 4°,6-diamidino-2-phenilindol
diidroclorido (DAPI, Molecular Probes, Eugene, OR) (5 pg mL™) durante 10 min a
temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas com PBS e as laminulas foram
montadas em laminas com liquido de montagem (Dako, Carpinteria, CA) e mantidas no
escuro a 4° C, analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus BX70) por comprimento
de onda especifico e fotografado utilizando uma camera digital (CE Roper Scientific). Para
todas as reagdes, 0s controles negativos foram realizados seguindo 0os mesmos procedimentos.
Para cada condicdo foram analisadas 10 fotos de trés experimentos independentes e, em
seguida, quantificada no Photoshop CS3 Windows.
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Nesta marcacdo de NF-kB foi seguido o mesmo procedimento da imunocitoquimica; no
entanto, a exposi¢do das células as condigdes de tratamento foi de 1 hora. As células foram
incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-GFAP (1:300 em PBS, DAKO, EUA)
overnight e, em seguida, incubadas com anticorpo de cabra anti-IgG de coelho conjugado com
isotiocianato de tetrametilrodamina (1:500 em PBS, Sigma). Com mesmo procedimento,
paralelamente, as células foram incubadas com anticorpo monoclonal de coelho anti-NF-kB
(1:100 em PBS, Santa Cruz) e incubada com anticorpo IgG secundarios Alexa fluor 488 de

cabra Anti-rato IgG (H+L) durante 30 min a temperatura ambiente e na auséncia de luz.

Dosagem de 6xido nitrico (NO)

A producdo de 6xido nitrico (NO) foi medida como a concentracdo de nitrato acumulado no
meio de cultura das células utilizando uma reacdo colorimétrica baseada na reacdo de Griess
(WANG et al., 2002). Cinquenta microlitros do sobrenadante das amostras foram incubados
com um volume igual de um reagente de cor (1% de sulfanilamida e 0,1% de naftil-
etilenediamina em 2,5% de acido fosfdrico). Apds 10 a 15 minutos de incubagcdo em
temperatura ambiente, a absorvancia foi medida a 560 nm usando-se um leitor
fotocolorimétrico (Thermo Plate TP-Reader). As concentracdes de nitrato foram calculadas
por comparacdo a uma curva de calibracdo padrdo obtida por dosagem de nitrato de sodio
diluido em meio de cultura (NaNO,, 1,26 — 100 pg mL™).

Andlise estatistica

Os resultados sdo expressos em média * desvio-padrdo. One-way ANOVA seguido pelo pés-
teste de Student-Newmann-Keuls foram usados para determinar as diferencas estatisticas entre
0s grupos que diferem em apenas um parametro. Teste t de Student foi utilizado para as

comparac0es entre dois grupos. Valores de (*) p <0,05 foram considerados significativos.
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5.3. RESULTADOS

Estudos Fitoquimicos preliminares

Paralelo a pesquisa prospectiva tecnoldgica sobre a Jatropha curcas L. (Anexo I), realizou-se
triagem fitoquimica qualitativa preliminar do EJC. Obteve-se resultado positivo (Quadro 3)
para xantonas, leucoantocianidinas, catequinas (taninos catéquicos), Flavanonas e

flavonoides, xantonas, esteroides e terpenoides e Saponinas.

Quadro 3. Compostos presentes no EJC revelado por ensaio fitoquimica qualitativa
preliminar.

Composto quimico pesquisado Folha de J. curca L.

Antocianinas -

Antocianidinas -
Xantonas
Leucoantocianidinas

Flavanonas e flavonoides
Esteroides e terpenoides
Quinonas -
Saponinas +
(+) presenga e (-) auséncia

+
+
Catequinas (taninos catéquicos) +
+
+

Perfil cromatografico do EJC por CLAE

Na analise cromatogréafica com o auxilio da CLAE foi possivel o monitoramento de alteragdes
no perfil cromatografico decorrentes do processo de extracdo do material vegetal. Para isso,
procedeu-se com a escolha do A (comprimento de onda) a ser utilizado no detector do
equipamento CLAE, através da andlise do espectro do UV (Fig. 11A). Na anélise dos
cromatogramas foi possivel detectar com nitidez, o perfil do extrato utilizando o comprimento
de onda (A) 210 nm evidenciado de cor violeta. Os espectros de absor¢cdo ou “picos”
apresentados pela absorvancia dos compostos presentes no extrato analisado, apresentaram

reduzida intensidade de sinal quando aumentou o A na detecgdo pela CLAE.
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Figura. 11. Perfil cromatogréfico (A) e fracionamento (B) de EJC por CLAE.
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Fonte: eleborada pelo autor, 2017.

Imagem dos perfis cromatograficos do EJC representados por cores de acordo com absorvancia em
fungdo do comprimento de onda (210 a 600 nm). Este cromatograma demonstrou varios grupos de
picos que foram enumerados como: F;.Fg do Extrato metandlico de J. curcas L. (FnJC); neste
caso em particular (n) é o nimero da fracdo detectada pelo absor¢do de Luz de cromoforos da
amostra no CLAE (Fig. 11B). Todas as fracbes separadamente foram investigadas a
citotoxidade, pelo teste do MTT e a agdo inibitdria dos niveis de nitrito produzidos de células
gliais (Reagente de Greiss).

(B)

A 210
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Fracionamento a partir do extrato metanolico de folhas de J. curcas L. por CLAE com eluigdo
isocratica MeOH/H,0 90:10.

Fonte: eleborada pelo autor, 2017.
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Efeito do EJC e Fracdes (F,EJC) sobre a viabilidade de células gliais pelo teste do
MTT

A investigacdo da toxicidade do Extrato Metanolico obtido a partir de folhas de J. curcas L.
foram avaliadas por teste MTT, que mede a reducéo do sal de tetrazolio a cristais de formazan
de cor purpura, por enzimas desidrogenases presentes em mitocondrias de células vivas. Apds
0 periodo de 24 horas de exposi¢do de culturas primarias de células gliais a 0,1 - 50.000 pg
mL? de EJC (Fig.12) visualizou-se uma reducdo dose-dependente da atividade das
desitrogenases mitocondriais. Diante desse achado, o valor da EC50(%) (Fig.13) foi calculado
através de regressdo ndo linear, que correspondeu a 10.794 pg mL™, nas quais, as equagdes

utilizadas foram disponibilizadas pela biblioteca do programa estatistico Graphpad.

Figura 12. Avaliacdo da citotoxicidade (teste MTT) em culturas gliais, apés 24 h de
exposicao para EJC (0,1 —50.000 pg mL™) sem associacdo com o LPS [1 pg mL™].
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Resultados expressos em percentagem da absorvancia em relacdo ao controle (DMSO 0,1%)
considerado como 100%. Com Significancia estatistica (**) e p < 0,001 e (***) p < 0,0001 referente
ao controle.
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Figura 13. Curva dose-resposta do EJC (0,1 — 50.000 pg mL™) em células gliais ap6s de 24 h
de exposicao.

Média ECs0 10.794 pg mL™
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Resultados expressos em percentagem da absorvancia em relacdo ao controle (DMSO 0,1%)
considerado como 100%.

A andlise prospectiva das concentracGes testadas do EJC, com base no teste do MTT, revelou
que EJC nas concentracdes de 0,1 a 1.000 pg mL™ ndo induziu efeito citotdxico quando
comparado ao controle (DMSO 0,1%), com aumento significativo da atividade das

desidrogenases mitocondrias nas concentragdes de 10 a 1.000 pg mL™.

No entanto, verificou-se reducdo significativa da viabilidade de células gliais expostas a partir
da concentracdo igual e superior a 10.000 ug mL™ do EJC. Por outro lado, verificou-se que o
tratamento com LPS (1 pg mL™) e em associagdo com EJC, néo apresentou efeito citotdxico
nas concentragdes 0,1 a 1.000 pg mL™, com aumento significativo da atividade das
desidrogenases mitocondrias na associacdo de LPS com 1.000 pg mL™. Reducdo da
viabilidade celular foi verificada na associacdo de LPS e EJC nas concentracfes de 10.000 a
50.000 ug mL™ (Fig.14).
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Figura 14. Avaliacdo da citotoxicidade (teste MTT) em culturas gliais, ap6s 24 h de
exposicao para EJC (0,1 —50.000 pg mL™) associado juntamente com LPS [1 pg mL™].
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Resultados expressos em percentagem da absorvancia em relacdo ao controle (DMSO 0,1%)
considerado como 100% e Indutor de inflamagdo (LPS 1 pg mL™). A significancia estatistica
representa (*) p < 0,05 comparado ao controle e (***) p< 0,0001 comparado ao LPS.

A citotoxicidade de nove fragOes de EJC obtidas por CLAE foi investigada pelo teste MTT na

concentracdo de 0,1 pg mL™. Das fragbes testadas verificou-se que a F;EJC e F,EJC ndo

induziram efeito citotdxico quando comparadas ao controle; no entanto, as fracdes F3 a FgEJC

apresentaram toxicidade (Fig. 15). De mesma forma, verificou-se a preservacao da viabilidade

celular em culturas de glia tratadas com F,EJC e F,EJC ap06s associacdo ao indutor de

inflamacéo LPS (1 pg mL™). As demais fracdes testadas Fs-FEJC em associagdo ao LPS

também induziram reducdo da viabilidade celular, quando comparadas com o grupo controle

(Fig. 16).
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Figura 15. Avaliacdo da citotoxicidade (teste MTT) em culturas gliais, ap6s 24 h de
exposicao para FJC (0,1 — 50.000 ug mL™) sem associacdo com o LPS [1 ug mL™].
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A significancia estatistica representa (*) p < 0,05; (**) comparado ao controle (DMSO 0,1%).

Figura 16. Avaliacdo da citotoxicidade (teste MTT) em culturas gliais, ap6s 24 h de
exposicao para FJC (0,1 — 50.000 pg mL™) associado concomitantemente ao LPS [1 ug mL’

1].
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Resultados expressos em percentagem da absorvancia em relacdo ao controle (DMSO 0,1%)
considerado como 100% e Indutor de inflamagdo (LPS 1 pg mL™). A significancia estatistica

representa (*) p < 0,05;
comparado ao LPS.

(**) e p < 0,001 comparado ao controle e (*) p < 0,05; e (**) p < 0,001
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Paralelamente, aos ensaios de viabilidade celular por MTT verificou-se alteragdes na
morfologia glial através de imagens em microcopio de contraste de fase por objetiva de 20x
(Fig. 17). Nas culturas de células gliais expostas EJC na concentracdo 0,1 pg mL™ as células
apresentaram morfologia celular preservada. No entanto, nas culturas expostas a EJC nas
concentracdes 1- 50.000 pg mL™ foi possivel evidenciar células com vacuolizages
citoplasmaticas e alteracdes fendticas, com reducdo de prolongamentos celulares. Partindo
dessa compreensdo, as concentracdes que provocaram efeitos citotoxicos, foram excluidas do
estudo, e utilizou-se a menor concentragdo subtéxica (0,1 pg mL™) de EJC para a realizacéo

dos demais testes.

Figura 17. Efeito citotoxico de extrato metandlico de Jatropha curcas L. na morfologia
celular e inducdo de vacuolizacdo de células gliais.

DMS00,1%

'Y
20 000 pg mL*!

30000 ug al [, -7 50000 g i

100 pm

Imagens por microscopio de contraste de fase (objetiva de 20x) de culturas primarias de glia p6s 24 h
de tratamento. (A) Culturas em condi¢des controle, veiculo de diluicdo DMSO (0,1%); (B) EJC 0,1 ug
mL™; (C) EJC 1 ug mL™; (D) EJC 10 pg mL?; (E) EJC 100 pg mL™; EIC (F) 1.000 pug mL™; (G)
10.000 pg mL™ EJC; (H) 20.000 pug mL™ EJC ; (1) 30.000 pug mL™ EJC e EJC e (K) 50.000 pg mL™
EJC. A seta de cor preta indica o corpo celular glial; a seta de cor branca indica células com
vacuolizacdo citoplasmatica e demarcacdo circular de cor vermelha indica ndédulos gliais; barra de
escala =100 um.



43

(L) 501 1 aH# |
g 40
g T 3
.8
o E3
e 301
(5]
o
u(T
S 204
N
Ei
§ 10+ s |-:—|
L =l
QQ

T T T T
¥ oy Y S
L O NI O

& NP

EJC [ug mL Y

Quantificacdo de células gliais em vacuolizagdo apds 24 h de tratamento; os resultados estdo expressos
como vacuolos/glias totais, desvio padrao (DS); ** p <0,01; *** p <0,001 comparados ao controle.

Efeito do EJC sobre morfologia de células gliais

Para investigar, com maiores detalhes, as alteracdes morfoldgicas de células gliais (astrocito e
microglia) expostas ao EJC 0,1 pg mL™ utilizou-se a coloracdo de May grunwald; e a
imunocitoquimica, marcacdo de proteina acida fibrilar glial (GFAP) em astrocitos e proteina
adaptadora ligante de calcio ionizado (Ibal) para microglia. As culturas celulares foram
visualizadas com auxilio de microscopia Optico de contraste de fase (Olympus BX70) e
microscopia de fluorescéncia, respectivamente. Posteriormente, utilizou-se camara digital (CE
RoperScientific) para a obtencdo de imagens representativas a analise de alteracdes
morfologicas (Fig. 18). Pois torna-se, importante, observar como as células respondem
fenotipicamente. As culturas coradas por May Grunwald (Fig. 18) em condi¢do controle
apresentaram células gliais distribuidoas homogeneamente caracterizado por monocamada
densa tipica de astrocitos com fenétipo plano/poligonal e uma pequena proporgdo células de
corpo celular contraido e nucleo eletrodenso sugestivo de micrdglias. No entanto, culturas de
células gliais expostas ao LPS (1 pg mL™) apresentaram alteracdes na confluéncia da
monocamada glial. Os astrécitos apresentaram alteragdes morfologicas com reducgdo das
uniformidades celulares e do nimero de prolongamentos que se apresentaram mais espessos e
longos. Também foram observadas, ap6s tratamento com LPS, a formacdo de coldncias
celulares por astrocitos e microglia sugerindo gliose reativa. Nas culturas expostas a EJC (0,1
ng mL™Y) os astrécitos apresentaram possivel ativagdo celular, alterages morfolégicas

discretas, reduzida contracdo do corpo celular, com preservacdo do numero e comprimento
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dos prolongamentos ramificados, semelhantes quanto a distribuicdo, homogeneidade e
integridade morfologica das células em condigdes controle. Entretanto, nas culturas
submetidas ao tratamento concomitantemente com LPS (1 pg mL™) e EJC (0,1 pug mL™?) as
alteracdes celulares observadas apds tratamento com LPS foram atenuadas, revelando
aumento do ndmero de prolongamentos ramificados com reducdo dos seus comprimentos
assim como reducgdo da formagdo de coldnias celulares, caracteristica da exposi¢do apenas
com o LPS, mas preservando a uniformidade celular quando comparado a condicdo de

tratamento contendo apenas o controle (DMSO 0,1%).

Figura 18. Analise do efeito do Extrato Metandlico de J. Curcas L. na morfologia celular de
celulas gliais através da coloragdo May grunwald.

DMSO 0,1% LPS 1 pg mL-!

Controle

EJC 0,1 pg mL-!

Analise morfologica por microscopia de contraste de fase (Obj. 10-20X) em culturas fixadas e coradas
com May grunwald. Culturas primarias de glia foram tratadas EJC (0,1 pg mL™) na auséncia ou
presenca de LPS (1 pgmL™), por 24 h. Foi utilizado como controle, tratamento com (DMSO 0,1%) e
tratamento com (LPS 1 ug mL™) indutor de inflamag&o. A seta (preta) indica astrdcito; a seta (branca)
indica microglia; asterisco indica formagdo de coldnias celulares; quadro com linhas pontilhadas de
cor branca demarca astrogliose quando comparado ao controle negativo. Barra de escala = 100 um; n
=8.
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A caracterizacdo morfolégica dos astrécitos através da marcacdo imunocitoquimica

para proteina do citoesqueleto (GFAP)

A astrogliose reativa é observada na neuroinflamacgéo e serve como um marcador para varias
neuropatias, mas seu papel ndo é totalmente compreendido. Para tratar desta questdo, foi
realizado por imunocitoquimica a expressdo da proteina do citoesqueleto de astrocitos,
Proteina Acida Fribilar Glial (GFAP), marcador especifico de reatividade astrocitéria
(astrogliose), nas culturas de glia cortical, contendo aproximadamente 10 — 20% de microglia,
nas diferentes condicdes experimentais (Fig. 19). Astrocitos em condicdo controle (DMSO
0,1%) revelaram como monocamada de células com morfologia plana/poligonal de
prolongamentos contendo ramificacfes finas com GFAP distribuida ao longo de todo corpo e
processos celulares. No entanto, mudancas na morfologia dos astrocitos foram observadas em
culturas tratadas com LPS (1 pg mL™). Nesta condicdo em particular, observou-se maior
nimero de astrocitos reativos pelo aumento da expressao da GFAP, hipertrofia,
prolongamentos mais alogados e espessos, distinguindo-se dos astrdcitos normais controles.
Nas culturas tratadas com EJC (0,1 pg mL™) observou-se reduzida contracéo do corpo celular
dos astrécitos, com prolongamentos espacados e ramificacbes bipolares, além de evidente
presenca de astrocitos justapostos gerando uma interacdo celular semelhante ao controle. O
tratamento com EJC (0,1 pg mL™) preservou morfologia celular de astrécitos por apresentar
prolongamentos ramificados finos e intensidade de fluorescéncia de GFAP proximos do
controle. Entretanto, na condicdo de tratamento LPS (1 pg mL™) e EJC (0,1 pg mL™),
apresentou reducdo do tamanho de corpo celular e prolongamentos, que se apresentaram mais
ramificados e finos, sugerindo atenuacéo de astrogliose.
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Figura 19. Analise do efeito do Extrato Metandlico de Jatropha curcas L. (0,1 ug mL™) na
morfologia de astrdcitos e expressao de GFAP em cultura primaria de glia.
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Andlise da expressao da proteina GFAP por imunocitoquimica e microscopia de fluorescéncia em culturas de
células gliais 24 h ap6s tratamentos. (A) Micrografias de culturas em condicGes controle (DMSO 0,1%), tratadas
com EJC (0,1 pg mL™), tratadas com LPS (1 pg mL™) e tratadas com EJC (0,1 pg mL™?) e LPS (1 pg mL™),
setas brancas indicam astrocitos GFAP+ e circunferéncia de vermelho indicam astrécitos justapostos. (B)
Quantificacdo de astrécitos GFAP positivos (GFAP™) em condicBes controle ou tratadas com EJC (0,1 pg mL™)
na auséncia ou presenca de LPS (1 pg mL™) #p<0,001 comparados ao controle. Obj. 10, 20 e 40x. Escala = 100
pm. n = 8.



47

Alguns marcadores microgliais especificos sdo usados para discriminar microglia de
astrocitos e caracterizar reatividade microglia (microgliose), caracterizada entre outros
aspectos por mudancas no fenotipo. No presente estudo, realizou-se 24 h apds tratamentos,
analise apds marcacdo imunocitoquimica da expressao da proteina ligante de calcio (Iba-1)
especifica do citoesqueleto de microglias. A imunomarcagdo no tratamento contendo
unicamente a exposicdo ao LPS apresentou-se com maior nimero de células GFAP positivas
que Iba-1-positivas em comparacgdo ao controle.

Nas culturas primarias de glia em condicéo controle (DMSO 0,1%) foram observadas células
Iba-1 positivas com nucleo com forma de bastdo ou virgula, e fenétipo poligonal com poucos
processos celulares, ou bipolares em forma de haste sugestivo de micrdglia quiescente (ou em
repouso) como indicado na (Fig. 20A). Na presenca do LPS (1 pg mL™) observou-se uma
ativacdo drastica da microglia, caracterizada por alteragdes morfoldgicas, um aumento
significativo de células redondas ou ameboides e reducdo de células com processos
ramificados. O tratamento com o EJC (0,1 pg mL™) apresentou poucas alteragdes do volume
celular, no entanto, preservou caracteristicas conforme o controle (DMSO 0,1%). Nas culturas
tratadas com LPS (1 pg mL™) em associacdo com o EJC (0,1 ug mL™), foi possivel verificar
que a reatividade microglial induzida por LPS foi atenuada, sobretudo, pela proporcédo de
células com retracdo de corpo celular (células ameboides) (Fig. 20C) e preservacdo de
prolongamentos ramificados em sua maioria bipolar, semelhantes ao controle (DMSO 0,1%).
Por outro lado, ndo houve diferenca significativa na proporcdo de células de micréglia (Iba-

1") em nenhum dos tratamentos quando comparado ao controle (Fig. 20B).
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Figura 20. Analise do efeito do EJC na morfologia, ativacdo de microglia (IBA-1 positivas)
(A) e quantificacdo de células Iba-1 positivas para microglias (B); microglia reativa forma
ameboide (C) em cultura primaria de glia.
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Imagem obtida por microscopia de fluorescéncia (Objetiva de 10x; 20x e40x) de culturas primarias de
glia imunocoradas para corpo citoplasmatico de microglia (IBA-1) e nucleo celular (DAPI), vermelho
e azul respectivamente. As Culturas primarias de glia foram tratadas EJC (0,1 pg mL™) na auséncia ou
presenca de LPS (1 pg mL™), por 24 h. Foram utilizados como controles, tratamentos com (DMSO
0,1%) controle e tratamento com LPS (1 pug mL™) Indutor de inflamag&o. Barra de esclala = 100 um.
A seta (branca) indica microglia IBA-1 positiva por diferentes condic6es de tratamento. Quantificacdo
de células Iba-1 positivas para microglias (B); microglia reativa forma ameboide (C), expressa como
uma percentagem da média em razdo de micrdglia possuindo forma ameboide / micréglias totais e
desvio padrdo (DP), **#P <0,0001, comparado ao LPS. N = 5.

As andlises realizadas por imunocitoquimica para GFAP e Iba-1 nos aglomerados celulares
sugestivos de sitios inflamatdrios, ou nddulos gliais, evidendos ap6s estimulo com LPS (1 pg
mL™), revelaram que estes sdo constituidos por astrocitos reativos (GFAP') e microglias
infiltradas (Fig. 21). Os astrécitos GFAP* expostos ao LPS (1 pg mL™) apresentaram
expressiva reatividade caracterizada por extensos processos que vdo além dos dominios
individuais astrocitarios, nos quais, formam um entrelacamento substancial destes processos e
sobreposicdes de corpos celulares em pontos especificos da monocamada glial em forma de
colbnias com desfocagem e ruptura. Nesta mesma condicao, células microgliais Iba-1 positivo
com fluorescéncia emitida de coloracdo vermelha (Fig. 21), apresentaram concentradas nas
proximidades destas coldnias astrogliais. Estas analises também evidenciaram diminuicdo da
frequencia e do tamanho dos nddulos gliais na associacdo LPS/EJC, sugerindo atenuagdo da

gliose reacional.
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Figura 21. Andlise do efeito do Extrato Metandlica de Jatropha curcas L. (1 pg mL™) na
morfologia e perfil do direcionamento quimiotatico das celulas gliais em sitio inflamatorio.

IBA-1/DAPI GFAP/DAPI

Controle

Imagem obtida por microscopia de fluorescéncia de culturas primérias de glia imunocoradas para
microglia (IBA-1) ou astrocitos (GFAP); nlcleos corados com DAPI (azul). As culturas primarias de
glia foram cultivadas em condicdes controle (DMSO 0,1%), tratadas com LPS (1 pg mL™) ou com a
associacdo de LPS (1 ug mL™) com EJC (0,1 pg mL™) e analisadas apds 24 h. Objetiva de 20x; Barra
de esclala = 100 um. Setas horizontais (branca) indica microglia (IBA-1"); setas verticais (verde)
indica astrocitos (GFAP™); asterisco (branca) indica formagcéo de coldnias de células gliais. N = 8.

Atuacdo de EJC a resposta inflamatdria induzida em astrocitos

A fosforilacdo de NF-kB, complexo proteico que desempenha fungdes como fator de
transcrigdo, se mantem em niveis relativamente baixos em células em repouso, sem nenhum
processo de injuria (BETHEA et al., 1998; BRAMBILLA et al., 2005). No entanto, ap0s
alguns estimulos, como estresse induzido por LPS, ha um intenso aumento da expressdo de
NF-kB™®, fosforilagdo e translocacdo para o nlcleo de proteinas fosforiladas em células
reativas, regulando a expressao de genes alvo associados a resposta inflamatéria. (MEMET,
2006; ASHALL et al., 2009). Nesse sentido, adotaou-se como um segundo parametro de

analise de resposta inflamatéria a imunomarcacio de NF-kB™® fosforilado, 1 h apds os
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diferentes tratamentos, associada com imunomarcacdo para GFAP e Ibal. Em condic¢Oes
controle (0.1% DMSO) e nas culturas expostas a0 EJC (0,1 pg mL™) observou-se pouca
marcagdo de NF-kB, restriagindo a pequenos pontos isolados em astrocitos GFAP™ (Fig. 22) e
microglia Ibal® (dados ndo apresentados). O tratameto das culturas com a toxina LPS (1 ug
mL™) induziu forte fluorescéncia na marcacdo de NF-kB citoplasmatica nas células gliais
sugerindo ativacdo do fator de transcricdo NF-kB. No entanto, a exposi¢do das culturas ao
EJC (0,1 pg mL™) associada ao LPS (1 pug mL™) atenueou a fluorescéncia proveniente da
fosforilacdo do NF-kB.

Figura 22. Marcacao de NF-kB através da imunocitoquimica em cultura primaria de glia ap6s
tratamento prévio com EJC associado ou ndo ao LPS.
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Fotomicrografia (obj. 20-40x) ilustrando presenca de NF-kB em células gliais expostos ou ndo ao EJC
(0,1 pg mL™) e LPS (1 pg mL™) 24 h. Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-GFAP
(vermelho), DAPI (marcador nuclear — azul) e anti-NF-kB (verde) em culturas primarias de glia de
cortex cerebral de ratos neonatos Wistar. Cuturas tratadas com DMSO 0,1% controle negativo,
culturas tratadas com LPS 1 pg mL™ (controle positivo), culturas tratadas com EJC 0,1 ug mL™ e
culturas tratadas com LPS 1 ug mL™ + EJC 0,1 pg mL™. Barra de escala 100 pm.

Modulacéo da resposta astroglial pelo EJC e FnEJC e reducéo de NO

Visando caracterizar o perfil inflamatorio, os niveis de nitrito, forma estavel de NO,
produzido pela células glais, foi mesurado através da Reacdo de Griess no meio de cultura 24
h apds diferentes tratamentos. Em condi¢des controle (DMSO 0,1%), as culturas
apresentaram niveis muito baixos de nitrito (32,55 + 0,77 pg mL™). Comparado ao controle
ndo ocorrereu alteracdo significativa nos niveis de nitrito no meio de cultura das células
tratadas apenas com EJC (0,1 - 100 pg mL™), que permaneceram entre (33,32 + 1,9 pg mL™ a
35,49 + 0,85 pg mL™). No entanto, EJC adotado nas concentraces de 1000 — 50.000 pug mL™
induziu acmulo de nitrito no meio de cultura (43,60 + 0,23 pg mL™ e 58,14 + 0,17 pg mL™)
superior ao controle. Culturas tratadas concomitantemente com LPS (1 pg mL™) e EJC (0,1
ug mL™) apresentaram valores préximos do controle (35,00 + 1,9 pg mL™) (Fig 23). Apos-
tratamento com o LPS (1 pg mL™) os niveis de nitrito aumentaram significativamente para
122,2 + 0,58 pg mL™, em aproximadamente 4 vezes os valores do controle confirmando o seu
uso como indutor de resposta inflamatéria. No meio contendo os EJC 0,1 pg mL™ associado
com LPS 1 pg mL™ (Fig 24), apresentou valores de nitrito proximo do controle (35,00 + 0,23
pg mL™). No entanto, nas concentragdes de 1 — 50.000 pg mL™ de EJC com LPS induziram
actmulo de nitrito no meio de cultura (42,21 + 0,34 pg mL™ e 58,14 + 0,17 pg mL™*)superior
ao controle. As células gliais quando expostas as fracdes F1JC e F2JC (0,1 ug mL™) sem a
presenca do LPS (Fig 25), reduziram de forma significativa a produgdo de NO, com niveis de
nitrito de (35,04 + 0,57 pg mL e 47,55 + 1,3 pg mL™), respectivamente. As exposicdes das
células as demais fracbes F3JC e FqJC apresentaram 0s niveis de nitrito superiores ao controle.
As exposicdes celulares as demais fragbes F3JC e FoJC mantiveram os niveis de nitrito
superiores ao controle. Culturas tratadas concomitantemente com LPS (1 pg mL™) e F,JC e
FeJC (0,1 pg mL™) (Fig 26), apresentaram valores superiores ao controle (44,00 + 1,5 pg mL"
'a 83,51 + 0,19 pg mL™). Entretanto foi observado na condigdo de tratamento contendo LPS
(1 ug mL™) e FLJC (0,1 pg mL™) concomitantimente, reducdo da producéo de nitrito (20,6 +
1,7 pg mL™) em culturas de células gliais.
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Figura 23. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria pela producéo de nitrito em cultura de
glia expostas ao EJC (0,1- 50.000 pg mL™) durante 24 h de exposicao.
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Controle negativo (DMSO 0,1%) e LPS 1 ug mL™. Dados representados por média + desvio padréo (**
") p< 0,0001 em comparacdo com o controle tratado com o veiculo DMSO 0,1%, n = 5 (ANOVA,
Tukey Test).

Figura 24. A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria pela producgéo de nitrito em cultura de
glia expostas ao EJC (0,1-50.000 pg mL™) + LPS (1 pg mL™) durante 24 h de exposicéo.
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Controle negativo (DMSO 0,1%) e LPS pg mL™. Dados representados por média + desvio padréo
(***) p< 0,0001 comparado ao controle DMSO 0,1% e (***) p< 0,0001 comparado ao LPS, n =5
(ANOVA, Tukey Test).
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Figura 25. A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria pela producéo de nitrito em cultura de
glia expostos ao FIC [0,1 ug mL™] durante 24 h de exposicao.
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Controle negativo (DMSO 0,1%) e controle positivo LPS 1 pg mL™. Dados representados por média +
desvio padrdo (*) p < 0,05; (**) p <0,001; (***) p< 0,0001 comparado ao controle DMSO 0,1% n =5

(ANOVA, Tukey Test).

Figura 26. A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria pela producéo de nitrito em cultura de
glia expostas ao FJC [0,1 ug mL™] associado ao LPS [1 pg mL™] durante 24 h de exposicao.
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Controle negativo (DMSO 0,1%) e controle positivo LPS 1 pg mL™. Dados representados por média +
desvio padrédo (*) p < 0,05; (**) p <0,001; (*#) p< 0,0001 comparado ao controle DMSO 0,1% e (*) p
< 0,05; (**) p < 0,001 e (***) p< 0,0001 comparado ao LPS 1 pg mL™, n =5 (ANOVA, Tukey Test).
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5.4. DISCUSSAO

O estudo, aqui exposto, € o primeiro a avaliar atividade anti-inflamatéria de extrato
metanolico de folhas da planta Jatropha curcas L. em células gliais, astrocitos e microglias,
do SNC. Na prospeccdo para a validacdo da patente de invencdo retratada no subtitulo técnica
relacionada, a descoberta cientifica mais recente e publicada na forma de artigo foi o estudo
sobre atividade anti-inflamatdria da planta J. curcas L. de Othman e colaboradores (2015),
onde que observaram por ensaios biodirecionados atividade anti-inflamatoria de extratos
obtidos por diferentes partes como raizes, caule e folhas da planta J. curcas L. realizado em

culturas de macréfagos de ratos.

Sao inimeras as metodologias descritas para a preparacdo de extratos vegetais, visando o
isolamento de seus constituintes quimicos. Um dos métodos considerado o mais adequado
para a andlise quimica farmacoldgica é a preparacdo de um extrato hidroalcoolico -
etanol/agua, pois apresenta grande eficacia quanto a solubilidade de constituintes fitoquimicos
(YUNES; CALIXTO, 2001).

As analises qualitativas do perfil fitoquimico dos constituintes de extratos a partir de plantas
fornecem informacBes necessarias para o direcionamento das investigacbes a cerca da
presenca de metabolitos secundarios, sobretudo, para o estabelecimento de possiveis relagdes
entre constituintes bioativos e o efeito bioldgico (SIMOES, 2007; SANTOS, 2002). Nesta
visdo, ao analisar os resultados do perfil fitoquimico qualitativo preliminar do extrato
metandlico de folhas de J. curcas L. verificou-se que alguns destes compostos quimicos estdo
compativeis com o0s descritos na literatura sobre esta espécia como: Xxantonas;
leucoantocianidinas, catequinas (taninos), flavonas e flavonoides, esteroides e terpenoides e

saponinas.

De acordo com pesquisas Shetty e colaboradores (2006); assim como, Mujumdar e Misa
(2004) comprovaram a presenca de taninos em diversas partes da J curcas L. e suas atividades
anti-inflamatoria e cicatrizante em feridas. As folhas e outras partes da planta sdo usadas
como tratamento de varias doencas. Os taninos ajudam no processo de cicatrizacao de feridas,
assim como reducdo de inflamacdes atraves da formagdo de uma camada protetora sobre a
pele danificada (SANTOS et al.,2007).

Compostos bioativos da classe dos flavonoides exibem uma ampla diversidade de atividade

biolégica como propriedade analgésica, antibacteriana, antialergénica e anti-inflamatoria,
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antioxidante e anti-inflamatéria (DANGLES, DUFOUR; 2005). Alguns estudos mostram
acdo anti-inflamatoria, pela inibicdo de mediadores inflamatérios (DI CARLO, 1999). Das
folhas de J. curcas L. foram isoladas compostos da classe dos flavonoides como biflavona-di-
C-glicosideo 6,6”-di-C-beta-D-glicopirailosideo-metileno-(8,8’)-biapigenina juntamente com
outros seis compostos conhecidos: apigenina-7-O-beta-D-neohesperidosideo, apigenina-7-O-
beta-D-galactosideo, orientina, vitexina, vicenin 1l e apigenina (ABDA-ALLA;
MOHARRAM; GAARA; EL-SAFTY, 2009; CHHABRA; MAHUNNAH; MSHIU, 1990 ).

Considerando o potencial farmacolédgico da Jatropha curcas L. pela presenca, em especial,
das classes de compostos como taninos e flavonoides, neste estudo investigou-se os efeitos
bioldgicos do extrato metandlicos de folhas de J. curcas L. (EJC) e das fragbes (F,EJC) em
cultura primaria de células gliais. As células gliais, em particular astrécitos e microglias,
apresentam funcdes importantes para a integridade de células neuronais e que impactam na
homeostasia no SNC. (CUNNINGHAM, 2013; DAVALOQOS et al., 2005).

Evidéncias demonstram papéis importantes dos astrocitos e microglias na fisiologia do SNC e
nos mecanismos da patogénese de varias enfermidades neuroldgicas (BUSKILA et al., 2005;
SALVEMINI et al., 1992; LEE et al., 1993) assim como na resposta a agentes infecciosos e
quimicos (CHANG, KARIN, 2001). Torna-se de suma importancia a pesquisa sistematica
deste sistema bioldgico e a investigacdo da toxicidade de compostos bioativos com acdo em
celulas do SNC.

Segundo MARTINS e colaboradores, (2009) em uma abordagem prospectiva farmacoldgica
devem ser realizada primariamente pela a avaliacdo da citotoxicidade in vitro em que, as
culturas celulares séo expostas com diretamentes compostos ativos por concentracdes diversas
com o intuito de verificar o seu efeito biologico (MARTINS et al., 2009). Neste estudo, foi
evidenciada citotoxicidade nas culturas primarias de glia nas concentra¢bes do extrato acima
de 10.000 pg mL™ apresenta em dados da literatura, apesar de escassos sobre a J. curcas L.,
onde mostram que extratos de Jatropha curcas L. em cultura de macréfagos de murinos in
vitro sdo utilizados a concentracdo de 1.000 pg mL™ de extratos metanolico e fragBes deste
(AHMAD et al., 2015) assim como nos estudos de (OSKOUEIAN 2011; EHSAN et al.,
2011) estes dados corroboram com os estudos deste trabalho, onde ndo se apresentou efeitos
citotéxicos nas concentragdes inferiores a 1.000 pg mL™* de EJC quando comparado ao
controle. As fracbes dos EJC, ap0Os ensaio biodirecionado com o EJC e determinacdo da

concentracdo 0,1 pg mL™ subtdxica ideal para investigagdes subsequentes, nos quais,



57

verificou-se que as células gliais quando expostas a fracdo F1EJC e F,EJC de J. curcas L. ndo
foram suficientes para reduzir a viabilidade celular determinada pela atividade das

desidrogenases mitocondriais pelo teste MTT.

O processo autofagico caracteriza-se pela degradacdo e reciclagem de componentes
intracelular como lipidios, proteinas e organelas disfuncionais por lipossomos (MIZUSHIMA,
2007). Para Degtyarev e colaboradores (2008), em geral, substancias quimicas afetam no
processo autofagico resultando no acimulo de vacuolos ndo processados e toxicos para as
células, nos quais passam a acumular proteinas e lipidios oxidados ou mesmo mitocondrias
funcionalmente irregulares (DEGTYAREYV et al., 2008).

Os dados evidenciadados mostram que, 0s astrocitos apresentam no SNC como células
polivalentes, pois participam intesamente nas fendas sinapticas, na regulacdo de
neurotransmissores, modulacdo de respostas imunes e producdo de moleculas da matriz
extracelular e contribuem para a integridade da Barreira hemato-encefalica (DONG;
BENVENISTE, 2001). Mas também, participam na ativacdo e migracdo celular importante
para manter as acOes dos mediadores inflamatorios durante endotoxemia aguda (WALZ,
1989; WESTERGAARD; SONNEWALD; SCHOUSBOE, 1995; MOLOFSKY et al., 2012).
Astrocitos e microglias sdo ativadas em respostas a perturbacdes no microambiente inclusive
durante processos neuroinflamatorios. Esta ativacdo caracteriza-se como gliose reativa
(astrogliose e microgliose), processo pelo qual células gliais respondem a injurias no SNC que
varia de acordo com o tipo, gravidade e duracdo do insulto (SOFRONIEW, 2009; DONG;
BENVENISTE, 2001; SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Astrocitos e microglias sdo capazes de responder estimulo como ao LPS através de um
processo heterogéneo molecular e celular (MUCKE; EDDLESTON, 1993; MYER et al.,
2006). A resposta inflamatoria rapida pelos astrocitos é caracterizada primariamente por
hipertrofia, proliferacdo celular e em especial expressdo aumentada de filamento
intermediario (GFAP), um marcador de astrécitos terminalmente diferenciado que, apresenta
principalmente expressa no desenvolvimento tardio, mas também, na ativacao astrocitaria em
condigOes patologicas (MOLOFSKY et al., 2012) o que resulta na liberagdo de substancias
citotoxicas e inflamatorias (VERGARA et al. 2010).

Para induzir a inflamagdo aguda no modelo de cultura primaria de células gliais (astrécitos e
micrdglias), deste estudo em questdo, foi utilizado o Lipopolissacarideo (LPS) amplamente
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usado em modelos de neuroinflamacdo. Com base em estudos cientificos, astrocitos e
microglias sdo capazes de responder ao LPS (MEFFERT, BALTIMORE, 2005; KARIN,
BEN-NERIAH, 2000). Neste trabalho, os resultados demonstraram que o LPS (1 pg mL™, 24
h) foi capaz de ativar células da glia (induzir gliose reacional) visto que, apresentou apos
coloracdo de May grunwald morfologia celular heterogenea, caracteristicos de proliferagéo,
por sobreposi¢do celular, com formagdo de nodulos gliais. Além disso, células tratadas
durante 24 h com EJC (0,1 pg mL™) revelaram morfologia uniforme entre as células, sem
sobreposicdo, semelhante ao controle. No entanto, as células tratadas com EJC (0,1 ug mL™)
associado ao LPS (1 pg mL™) apresentaram atenuar os efeitos gerados pela exposicao das
células ao LPS, na indugdo de reatividade astrocitaria e formacdo de agregados celulares

(formacéo de colbnias celulares).

Para Pekny e colaboradores (2014), a astrogliose, que esta associada a alteracfes na expressao
de muitos genes e caracteristicas morfoldgicas, pode ter uma influéncia benéfica ou
prejudicial em disturbios do SNC como as doengas neurodegenerativas (PEKNY et al., 2014).
Estas caracteristicas foram observadas em culturas expostas ao LPS, em que 0s astrocitos
GFAP positivos apresentaram aumento do corpo celar (hipertrofia) e emissdo de
prolongamentos citoplasméticos longos e grossos indicando astrogliose reativa. No entando,
na condicdo de tratamento LPS/EJC (1 pg mL™ + 0,1 ug mL™Y), observou-se atenuagdo dos
efeitos do LPS 1 pg mL™ apresentando reducdo da hipertrofia astrocitaria, além de
proporcionar formacdo de prolongamentos mais finos de comprimento reduzidos e uniformes
comparada aos controles. Estas caracteristicas reveladas pela exposicdo ao tratamento com o
EJC 0,1 pg mL™ sugere que os astrécitos por preservarem suas morfologias quiescentes,
corpo celular denso e prolongamentos ramificados finos e complexos, contribuem para o
metabolismo, homeostasia e preservacdo do SNC. Um equilibrio entre os efeitos pro e anti-
inflamatdrios proveniente da astrogliose determinara eventualmente o resultado da resposta
inflamatoria benéfica como regulagdo (KOEHLER; GEBREMEDHIN; HARDER, 2006) e
reparacdo (DARLINGTON, 2005) do SNC em muitos processos inflamatorios patologicos
(SOFRONIEW, 2005; LU; YEH; OHASHI, 2008). Apesar das células microgliais, entre
outras funcgdes serem consideradas as células inflamatorias residentes no SNC, os astrocitos
também apresentam como importantes mediadores celulares no processo inflamatério
(SCHIPKE et al., 2001; SALTER; BEGGS, 2014).

Estudos tém demonstrado respostas inflamatorias importantes nas condi¢Ges patologicas do

SNC, tal como infecgdo, isquemia, doenga neurodegenerativa, o papel das células microgliais
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ativadas, e transformadas do estado quiescente (ramificado) para o estado amebdide
(DAVALOQS et al., 2005; TEELING; PERRY, 2009). Portanto, tornou-se necessario neste
estudo também entender a resposta microglial relacionada a astrogliose induzida pelo LPS e,
se 0 EJC modulava esta resposta. Obervou-se que nas culturas controle apresentaram
fendtipos quiescentes ou “de repouso”. Entretanto, as culturas expostas ao LPS apresentou um
predominio de células microgliais com fenétipo ativado ameboide. As microglias expostas
somente ao EJC ou em associacdo com LPS apresentaram leve alteracdo do volume celular,

no entanto, preservaram as caracteristicas conforme o controle de fenétipo quiescente.

Células gliais sdo, também, importantes na producdo de fatores pro-inflamatorios e
neurotréficos durante a gliose. De acordo com os estudos de SHIH-HENG e colaboradores
(2015), culturas altamente enriquecidas de astrocitos ndo respondem a estimulacdo de LPS, no
entanto, na presenca de microglia, 0s astrocitos tornam-se reativos por processos secundarios
a partir da libertacdo de TNF-a por microglia ativadas. Neste estudo, observou-se que 0s
astrocitos expostos ao LPS apresentaram formacdo de coldnias celulares com intensa
reatividade representado por pontos de extensos prolongamentos entrelacados sobrepondo 0s
corpos celulares. Além disso, verificou-se a presenca de microglia nas proximidades das
coldnias de astrcitos reativos. No entanto, na presenca do EJC 0,1 ug mL™ evidenciou-se o
predominio de células em dominios individuais sugerindo reduzir a astrogliose e
consequentemente a quimiotaxia em resposta a estimulos moleculares gerados pelas células
astrogliais. Nas culturas expostas apenas o EJC (as células gliais (GFAP+ e IBA-1+) ndo
apresentaram formacao de col6nias, semelhante ao controle. Microglias transformadas (estado
ativado) migram para o local do dano no SNC e, dessa forma, participam do processo
inflamatdrio no intuito de impedir a propagacdo dos danos (DAVALOS et al., 2005). Os
dados obtidos neste estudo, sugerem que a microglia migrou para os nédulos gliais apds

exposicdo ao LPS efeito que foi atenuado pelo EJC 0,1 pg mL™,

Valendo-se do conhecimento de que a ativacdo de células gliais também resulta na expressao
de mediadores inflamatérios (VILHARDT, 2005; BAEUERLE, 1991) foi investigado
producdo de NO e da ativagdo do fator de transcricdo NF-kB. O NO como demonstrado nos
estudos de Dawson; Snydes (1994) esta entre os principais fatores produzidos pela microglia
e astrocitos ativados. Considerado como potente mensageiro bioldgico, o NO é caracterizado
como um radical livre de vida curta que medeia uma variedade de fungdes incluindo
neurotransmissdo, acdo microbicida, atividade antitumoral e citotoxicidade (DAWSON;
SNYDER, 1994; (AUPPERL et al., 2001). Os agentes anti-inflamatdrios, em especial
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farmacos esteroidais, usados como padrfes eficientes na reducdo ou mesmo bloqueio de
processos inflamatorios que atuam na reducdo de sintese de NO (FANG et al. , 2010). As
células gliais expressam na superficie membranar receptores especificos para LPS que
proporcionam modificacdes morfoldgicas do estado quiescente para o reativo, além disso, as
células apos ativacdo € iniciada uma cascata de sinalizacbes no citoplasma celular e,
consequentemente, ativam genes importantes na liberagcdo de substancias inflamatérias como
0 oxido nitrico (NO). (JANA et al.,2005; HENN et al., 2009).

Por outro lado, o fator de transcricdo NF-kB é importante na regulacdo da transcricdo da
expressdo de enzimas envolvidas no processo inflamatorios como Oxido nitrico Sintase
induzida (iNOS) e Ciclo-oxigenase-2 (COX — 2) (BAEUERLE, 1991). A expressdo desses
genes inclui a libertacdo de muitas de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdao moléculas
envolvidas nos processos inflamatorios (MEMET, 2006; ASHALL et al., 2009). Isto pode
levar a formacdo de um anion superoxido (O2-) e o 6xido nitrico (NO), que pode formar
peroxinitrito, um agente oxidante muito potente (KIM; CHOI; LEE. 2005). De acordo com
Meffert e Baltimore (2005), apesar do NF-kB ser um fator de transcri¢cdo multifuncional, ele é
um alvo importante para controlar a inflamagdo, uma vez que a transcricdo de muitas
moléculas pré-inflamatoérias depende de sua ativacdo. Neste estudo, observou-se que as
células gliais expostas ao EJC 0,1 ug mL™ mantem os niveis de nitrito, forma estavel do NO,
semelhante a linha de base do controle e, quando expostas as fracbes F1JC e F,JC, reduziram
a producdo de NO. As células gliais responderam ao estimulo inflamatério com LPS
produzindo niveis elevados de nitrito. Entretanto, células expostas ao LPS associado ao EJC
0,1 ug mL* e todas as fraces testadas reduziram significatemente & producéo de NO
sugerindo acdo anti-inflamatéria. Ao analisar o perfil cromatografico sugere-se que 0s
compostos bioativos com capacidade inibitdria da liberacdo de NO por células glias estejam
presentes nas fracbes 1 e 2 do EJC, pois foi observado que nestas fragOes em particular

apresentaram reduzir a producdo de NO em células gliais na presenca do LPS.

Neste trabalho, também se observou que a modulagdo de células gliais com EJC 0,1 pg mL™
na presenc¢a do LPS, induziu reducéo da ativagcdo do NF-kB quando comparado a condicéo
contendo unicamente o LPS sugerindo que o mecanismo de acdo relacionado ao bloqueio da
resposta glial associada a inflamagdo por compostos da J. curcas L. seja via inibicdo da
ativacdo desse fator de transcricdo e consequente regulacéo na liberacdo de NO.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com esta pesquisa permitiram demonstrar que:

O extrato metanolico obtido da folha de Jatropha curcas L. (EJC) por meio de extracdo
alcodlica e triagem fitoquimica qualitativa preliminar, apresenta em sua constituigdo
xantonas; leucoantocianidinas, catequinas (taninos), flavonas, flavonoides, esteroides,
terpenoides e saponinas.

Atraveés da avaliacdo da citotoxicidade o EJC e fragBes (F;EJC e F,EJC) na concentracdo 0,1
ng mL™* foram capazes de preservar a viabilidade de células gliais.

O EJC 0,1 pg mL™* conservou morfologia de células gliais, astrocitos e microglias, além de
promover reducdo de gliose e formacdo de agregados celulares induzidos por LPS.

Tratamentos contendo o EJC 0,1 pg mL™ induziu a supressdo do NF-kB sugerindo bloqueio
da resposta glial na regulacdo de genes envolvidos no processo inflamatdrio, estejam
associados por atividade de compostos bioativos da J. curcas L

As células gliais expostas ao EJC 0,1 ug mL™, e fracées F,EIC e F,EJC reduziram a producdo
de NO sugerindo que os compostos bioativos com capacidade inibitéria da liberacdo deste
mediador inflamatdrio por células gliais.

Finalmente, foi observado que o EJCO,1 pg mL™ e todas as suas fracdes testadas F1EJC e
F,EJC reduziram a producdo de NO em células gliais frente ao estimulo inflamério por LPS,
reiterando o potencial anti-iflamatério de componentes presentes no extrato metadlico de
folhas J. curcas L.

Este estudo tem como perspectiva o isolamento, caracterizacdo e elucidacao de aspectos
estruturais de componentes ativos presentes no EJC de J. curcas L. e fragdes, assim como traz
subsidios para maior compreensao da resposta das células gliais durante a neuroinflamacéo.
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RESUMO

A Jatropha curcas L., planta oleaginosa, arbustiva, das Euforbiaceas, conhecida
popularmente como pinhdo-manso, € apontada como uma alternativa para a producdo de
biodiesel pelo alto teor de 6leo, possibilidade de cultivo em ambientes desfavoraveis e por ndo
competir com a industria alimenticia. Além disso, pesquisas mostram atividades
farmacoldgicas relevantes como cicatrizante; hipoglicemiante; hemostatico; anticancerigeno e
antimicrobiano. O presente artigo objetiva ao estudo de prospeccdo tecnoldgica relacionada a
Jatropha curcas L. O delineamento experimental realizou-se ao escopo estratégico por
palavras-chave através da pesquisa avancgada no site Espacenet®. A pesquisa resultou em 189
tecnologias protegidas por diferentes paises, ano de registro, inventores e cddigo internacional
de patentes no periodo de 1983 a 2012. Nesta perspectiva, foi possivel verificar que paises
investem em biotecnologia, no que diz respeito a Jatropha curcas L., pois 0 vegetal apresenta
infinidades de utilizagdes importantes de cunho cientifico a ser explorado.

Palavras Chave: Jatropha curcas L.; patentes e prospecto.

ABSTRACT

Jatropha curcas L., oil seed plant, shrub, popularly known as the Euphorbiaceae, “pinhao
manso”, is considered an alternative for the production of biodiesel by high oil content, the
possibility of growing in harsh environments and not compete with the food industry.
Furthermore, research shows relevant pharmacological activities such as healing; hypoglyce-
meowing; hemostatic; anticancer and antimicrobial. This article aims to study technological
forecasting related to Jatropha curcas L. The experiment took place at the strategic scope for
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keywords through advanced research in Espacenet® site. The re-search resulted in 189
different countries protected, year of registration, inventors and international code of patents
in the period 1983-2012 technologies. Accordingly, we found that countries invest in
biotechnology, with regard to Jatropha curcas L., because the plant has myriad of important
uses of a scientific nature to be explored.

Keywords: Jatropha curcas L.; patents and prospectuses.
Area tecnolégica: Biotecnologia.

INTRODUCAO

Plantas foram o0s primeiros recursos terapéuticos utilizados ao longo da histéria da
humanidade (LACERDA, 2008). Seu uso surge a partir da prépria necessidade humana e vem
sendo praticado e transmitido de geracbes em geracdes (LORENZI e MATOS, 2002). As
plantas ndo apenas proporcionam alimentos saborosos, mas também toda a classe de remédios

para a recuperagao ou conservacao da saide (TOMAZZONI et al.,2006).

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de doencas apresenta fundamentalmente
influéncia da cultura indigena, africana e, naturalmente, européia (DEAN, 1996). No entanto,
milhares de plantas medicinais ainda ndo foram estudadas cientificamente do ponto de vista
farmacoldgico, bioldgico ou clinico (YUNES; CALIXTO, 2001). Varias pesquisas tém sido
desenvolvidas com éxito baseadas principalmente nas propriedades antimicrobiana,
antinflamatérias, cicatrizante, hipoglicemiante, hemostéatico, larvicida e anticancerigeno de

plantas conhecidas na terapéutica popular (ZACCHINO et al., 2003).

Nas Gltimas décadas, o uso ndo racional de antimicrobianos determinou o surgimento de
cepas de micro-organismo multirresistentes a drogas, impulsionando a comunidade cientifica
a pesquisa de plantas utilizadas na medicina popular para o tratamento de infecgdes que
contribuem para a descoberta de novos agentes antimicrobianos (FENNER et al., 2006;
MACIEL et al., 2002; SOUZA et al., 2003). Entre as numerosas espécies que fazem parte do
arsenal de plantas com propriedades terapéuticas, encontra-se o Jatropha curcas L. (pinhéo-
manso). Espécie da familia das Euforbiaceas, encontrada no mundo em toda regido tropical
como arbustos e como cercas vivas, sendo que, sua utilizagdo principal relatada tem sido a
partir das sementes, pois estas contém grande quantidade de 6leo armazenado (SEVERINO et
al., 2006).
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A Jatropha curcas L. (pinhdo manso) é uma oleaginosa que estd sendo cogitada,
potencialmente, como fonte de 6leo para a producdo de biodiesel, contribuindo no aspecto
industrial, econdmico, ambiental e social no mundo atual (BERCHMANS e HIRATA, 2008).
Além disso, o pinhdo-manso € muito empregado pela cultura popular no tratamento de varias
doencas e possui algumas de suas atividades farmacoldgicas comprovadas em estudos
laboratoriais (SANTOS et al., 1999). Em pesquisas sdo relatadas a importancia do latex de
pinhdo-manso na terapéutica como hemostatico (OSONIY1 e ONAJOBI, 2003); o extrato
bruto alcodlico de frutos é relatado como cicatrizante (SHETTY et al., 2006); e como
hipoglicemiante (RAU et al., 2006); a curcina, proteina toxica presente principalmente nas
sementes, tem sido relatada como agente antitumoral (MUANGMAN et al.,, 2005) e
antibacteriana (BINTENCOURT et al., 2011).

O presente trabalho objetiva através da prospeccao tecnoldgica, avaliar a evolucdo anual de
depdsitos de patentes relacionados as diversas utiliza¢cdes do Pinhdo-manso (Jatropha curcas
L.) por paises, inventores independentes, academia e empresa de maior relevancia, e
classificacdo por cddigos internacional de patentes no banco de dados de patentes europeu

(Espacenet®).

METODOLOGIA

O estudo por documentos de patentes referentes as diversas utilizacbes da planta Jatropha
curcas L. (Pinhdo-manso) realizou-se pelo o escopo estratégico contendo palavras chaves
através da pesquisa avancada no site Espacenet®. A pesquisa propriamente dita resultou em
189 tecnologias protegidas por diferentes paises, ano de registro, inventores e cddigo
internacional de patentes. A base de dados escolhida para analisar os cddigos foi a
International Patent Classification (IPC), banco de dados mundial de acesso livre. A pesquisa
por codigos de patentes revelou-se impropria, pois ndo destacava o assunto especificamente
Jatropha curcas excluindo patentes de interesse. Dessa forma, foi seguida a estratégia

Jatropha* and curcas no resumo ou no titulo.

RESULTADOS E DISCUSSAO



79

A investigacdo realizou-se, a partir, do banco de dados de patentes europeu (Espacenet®),
apresentou uma variedade de registros de documentos de patentes sugestiva a diversas
utilizacbes da espécie Jatropha curcas L. No entanto, todos os documentos de patentes
obtidos a partir desta base de dados ndo garantem o direito de exclusividade aos inventores
em outros paises ndo sendo de origem, pois o direito da propriedade intelectual refere-se
apenas a nagéo onde ocorreu o registro da patente.

O primeiro documento de patente analisado é datado em 13 de dezembro de 1983 pela
Australia e tem como inventor tecnoldgico a empresa YUKO CHEMICAL CO LTD:
“Jatropha curcasoil for use with gasoline and diesel”. O total de registros de documentos de
patentes avaliados por distribuicdo anual pelo estudo soma um total de 189 patentes
depositadas entre 1983 a 2012, evidenciada pela evolucdo acumulativa de patentes pela Figura
1. Durante este periodo, especificamente entre o ano de 2008 e o0 ano de 2009 ocorreu um
aumento considerdvel no depdésito de patentes relacionado ao pinhdo-manso, representada
pela Figura 2. Em 2008, ano Internacional do planeta Terra, de acordo com Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU). Em 2009, iniciava-se o incentivo de politicas na defesa da
biodiversidade global. Neste periodo, apresentou maior nimero de depositadas, (70) patentes
no total. Destas patentes, a China registrou (45) documentos de patentes, enquanto os Estados
Unidos depositou (8) documentos, a India registrou (6), México (3) registros de patentes, 0
Japdo (2) patentes, a Coldmbia com (2) registros e a Franca, Unido de paises da Europa, Gra-

Bretania e Malasia apresentaram apenas (1) deposito cada pais do total desses documentos.

Figura 1: Evolucdo anual acumulativa do depdésito de patentes relacionada as diversas
utilizacdes do J. curcas L. no mundo na Base de dados Europeia.
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Ao analisar a Figura 2, é possivel verificar que nos anos de 2005 a 2007, houve uma evolucéo
pela China com (21) documentos e a india com (8) registros de patente. Neste momento,
coincide com a investida dos Estados Unidos na producdo de biodiesel, a partir, de 6leos e
gorduras derivados de fontes animais e vegetais. O governo americano incentivou acréscimo
do biodiesel, a partir de gordura vegetal especificamente, em 2% ao diesel derivado do
petrdleo. Isso se refere, ao cenario de evolucdo do preco do petroleo considerado no Plano
Nacional de Energia (PNE 2030) ao acréscimo da necessidade mundial de derivados

principalmente pela China e Estados Unidos.

Além disso, a utilizacdo do biodiesel vem como uma resposta global aos potenciais efeitos
das emissdes de derivados de petréleo e a formacdo de precos de petrdleo nos mercados
futuros (KNOTHE et. al., 2006). Nesta ocasido, no Brasil, a Agéncia Nacional do Petréleo,
Gés Natural e Biocombustiveis (ANP), 6rgdo regulamentador de derivados de petroleo e
combustiveis no Brasil, determinou que o biodiesel fosse utilizado de forma facultativa
misturado ao 6leo diesel na proporcdo maxima de 2% de biodiesel para 98% de diesel,
formando o chamado combustivel B2. Sua adi¢do ao 6leo diesel nesta proporcao passou a ser
obrigatoria em janeiro de 2008 (CNPE, 2008).

Em 2009, apresentou-se como ano de maior deposito de patentes com um total de (36)
documentos. Sendo que, a China registrou (22) patentes, os Estados Unidos (4) e a india
também (5), Unido de Paises da Europa, Japdo e Malasia apresentaram (1) Unico deposito de
patente cada. Neste mesmo ano de 2009 foi considerado o ano das fibras naturais e iniciava-se
0 periodo mundial da defesa da biodiversidade, considerada pela Organizacdo das NacGes
Unidas (ONU).

Figura 2: Evolucédo anual do depdsito de patentes relacionada a Jatropha curcas L. no mundo
na Base de dados Europeia.
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Fonte: Autoria prépria, 2014.
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De acordo com o tema pesquisado, a China, Estados Unidos india e Japdo sdo os grandes
depositantes de patentes, no que diz respeito, a espécie vegetal Jatropha curcas L., que
apresentaram 126, 17, 16, e 10 depositos de patentes respectivamente de (Figura 3). Sem
deixar de ressaltar, o Brasil, apesar de possuir dimensdes continentais e clima propicio para o
cultivo do pinhdo-manso, resultados apresentados, ndo foramidentificados nenhum depoésito

de patente na base de dados Europeia.

Figura 3: Distribuicdo de depositos por pais de origem da tecnologia
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Fonte: Autoria propria, 2014.

O numero de patentes depositadas pela China (126) é maior que o nimero de patentes
depositas por todos os paises juntos, que somadas representam apenas (63) patentes
registradas (Figura 3). A partir desses resultados por paises de maior relevancia é possivel
evidenciar que (67%) dos documentos encontrados foram depositadas pela China, pelo
Estados Unidos (9%), pela india (8%), o Jap&o, (5%), pelo tratado de cooperacdo de Patentes
(2,7%), Mexico (1,6%) e outros paises apresentaram igual ou inferior a 1,2%.

A busca por depositantes de patentes no banco de dados Espacenet® resultou em trés
classificagOes tais como: Empresa, Academia e Inventor independente. As Empresas foram os
maiores possuidores de depoésitos de patentes com 47,5% dos documentos armazenados,
seguido pela Academia com 27,5% e por ultimo os inventores independentes com apenas

25% dos documentos depositados como segue na Figura 4.
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A empresa NANJING HONGBAOLI LTD da China apresentou maior nimero de depdsitos
de patentes com foco no desenvolvimento de competéncias na area de biotecnologia
(Alimentos, produtos alimenticios, remocéo de material indesejado, por ex., desodorizacao,
desintoxicacdo, Forragem a partir de leveduras, Microrganismos ou enzimas, Horticultura,
Florestamento e Irrigacdo), totalizando seis patentes registradas, sendo que, trés foram
depositadas no ano de 2007, duas patentes no ano de 2009 e uma em 2010. A empresa chinesa
SHENZHEN DONGYU INVEST e empresa TEMASEK LIFE SCIENCES LAB dos Estados
Unidos, ambas apresentaram em segundo lugar com (7) patentes registradas no Espacenet. No
entanto, a China apresentou mais participacdes de empresas depositantes de patentes,
totalizando 20 participagdes (Figura 5).

Entre os inventores independentes que mais produziram documentos de patentes destacam-se
a India (BHAVANASI JAYKUMAR) com (4) patentes e a (KARANAM K. RAO) com 3
patentes, e logo atras os Estados Unidos (CREA ROBERTO) com a participacdo de (2)
documentos de patentes registrados. Todos 0s outros inventores depositantes apresentaram (1)

unico registro (Figura 6).

Figura 4: Distribuicdo de patentes por tipo de instituicdo
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Figura 5: Namero de patentes por empresas depositantes de maior relevancia

ZHEJIANG LVYOU BIOLOG ENERGY [CN]
HOT AREA ECOLOGICAL AGRICULTUR [CN]
GUANGDONG JINHAO ENERGY [CN]
COUNCIL SCIENT IND RES [US]
WUHAN B GARDEN THE CHINESE [CN]
SHENZHEN NOPOSION AGROCHEM [CN]
PROMETHEAN G ENERGY SHENZHEN [CN]
COUNCIL SCIENT IND RES [IN]
XISHUANGBANNA TROPICAL BOTAN [CN]
NANDAN BIOMATRIX LTD [IN]
YUNNAN SHENYU NEW ENERGY [CN]
JIANGSU LUYUAN NEW MATERIAL [CN]
TROPICAL Z ECOLOGY AGRICULT [CN]
RELIANCE LIFE SCIENCES PVT [IN]
TEMASEK LIFE SCIENCES LAB [US]
SHENZHEN DONGYU INVEST [CN]
NANJING HONGBAOLI [CN] ‘ : : ‘
0 5 10 15

Fonte: Autoria propria, 2014.

Figura 6: Namero de patentes por inventores
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Quanto a academia, a China apresentou como sendo a nagdo com maior investida no deposito
de patentes totalizando em (52) documentos registrados, sendo que a UNIVERSITY

YUNNAN apresentou o maior nimero de patentes no total de (12) documentos (Figura 7).
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Figura 7: Namero de patentes por Academia depositante.
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O cddigo de patente mais utilizado por inventor independente, academia e empresas (Figura
8), foi o cdédigo A01G1/00 no registro de (13) documentos no total que de acordo com o
codigo internacional de patentes refere-se a horticultura, cultura de vegetais; florestamento,
irrigacdo. O codigo A01H4/00, Plantas novas ou processos para obté-las; Reproducdo de
plantas por meio de técnicas de cultura de tecidos apresentou também com bastante evidéncia
(11) registros no total. Outras areas de atuacdo por inventores foram C12N5/10 (Micro-
organismos ou enzimas, Suas composicdes; Propagacdo, preservagdo, ou manutencdao de
micro-organismos ou tecido, engenharia genética ou de mutacdes, Meios de cultura); O
CO7K14/415 referi-se a utilizacdo de peptideos; Ja o codigo C08G65/28, representa a chave
para busca de tema como: compostos macromoleculares obtidos por outras reagdes que néo as
que compreendem ligacBGes insaturadas cabono-carbono. C10L1/02 Combustiveis; Géas
natural; Gé&s liquefeito de petréleo; Adicdo de substancias a combustiveis ou ao fogo para
reduzir fumaca ou depdsitos indesejaveis ou para facilitar a remocao de fuligem; Acendedores

de fogo.
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Figura 8: Cddigo internacional de patentes mais relevantes
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A partir da analise dos cddigos de maior relevancia verificou-se, que a maioria das patentes
(53) no total tratam de metodologias referentes ao melhoramento do cultivo da Jatropha
curcas L. seguido do uso de 6leo para a producdo de biocombustivel (biodiesel). Assim, ndo
houve registro de documentos de patentes com o propdsito de atividade farmacol6gica como:
acao anti-inflamatéria, antimicrobiana, cicatrizante entre outros aspectos importantes, apesar
de existir registros em artigos cientificos sobre estes assuntos (SHETTY et al., 2006; YUNES
e CALIXTO, 2001).

CONCLUSAO

No emprego das patentes depositadas na base de dados (Espacenet®) por diferentes paises
entre o periodo de 1983 a 2012, sobre a planta Jatropha curcas L., foi possivel verificar que
existe um forte crescimento de deposito de patentes por paises como a China, india, Estados
Unidos e Colémbia. A maioria das patentes foram depositadas por empresas e de acordo com
Caodigo Internacional de Patentes estdo associadas ao desenvolvimento de novos processos do

uso do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), principalmente no melhoramento de técnicas
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voltadas a horticultura, cultura de vegetais; florestamento, irrigacéo e producdo de biodiesel.
No entanto, ndo foi identificado documento de patente depositado com finalidade terapéutica

(atividade farmacoldgica).

PERSPECTIVAS

O Brasil ndo apresentou registro de patente. Nesta perspectiva, sdo necessarios incentivos que
visem 0 aumento da capacidade de inovacgdo do pais principalmente no que norteia o uso atual
da Jatropha curcas L. Pois, o Brasil, apresenta uma grande biodiversidade ambiental que
deve ser rapidamente registrada em bancos de dados relevantes no mundo que assegure as

novas técnicas desenvolvidas.
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RESUMO

A Jatropha curcas L., planta arbustiva da familia das Euforbiaceas, faz parte do grupo de
oleaginosas com um potencial promissor para a producdo de biodiesel, por apresentar altas
taxas de lipideos em suas sementes, resisténcia a diversas condic¢fes de plantio e ndo competir
com a industria alimenticia. Além de um possivel substituto aos combustiveis fésseis, estudos
apontam diversos usos na indudstria farmacéutica, assim cresce a producdo de patentes para as
mais diversas aplicacbes da Jatropha curcas L. O presente trabalho faz uma anélise da
prospecc¢do tecnoldgica a cerca das aplica¢fes da Jatropha curcas L. A metodologia consiste
na utilizacdo da ferramenta de pesquisa avancgada do site Espacenet® para pesquisar palavras
chave em titulos e resumos de patentes disponibilizadas pelo banco de dados, resultando em
242 patentes depositadas de 1983 a 2015. Assim foi possivel analisar o ano de deposito, ano
de publicacdo, nome do depositante, e paises nos quais foram depositas as patentes.

Palavras chave: Jatropha curcas L. Patentes. Prospecto.

ABSTRACT

The Jatropha curcas L., shrubby plant of the Euphorbia family, is part of the oil group with a
promising potential for biodiesel production, due to its high lipid rates in its seeds, resistance
to different growing conditions and not compete with the food industry. In addition to a
possible substitute for fossil fuels, studies show various uses in the pharmaceutical industry,
so grows the production of patents for various applications of Jatropha curcas L. This work is
an analysis of the technological foresight about the applications of Jatropha curcas L. The
methodology consists of using the advanced search tool Espacenet® site to search keywords
in titles and abstracts of patents provided by the database, resulting in 242 patents filed from
1983 to 2015. So it was possible to analyze the year of deposit, year of publication, the
depositor's name, and countries where were you deposit patents
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INTRODUCAO

A Jatropha curcas L., popularmente conhecida como Pinhdo manso, pertence a familia
Euforbiaceae, plantas do género Jatropha com 160 espécies, aproximadamente, apresentam
valor medicinal, ornamental e algumas sdo produtoras de 6leo (SEVERINO et al., 2006).
Ainda ndo se sabe ao certo a origem desta planta, mas ocorre de forma nativa em todas as
regides tropicais do globo e, principalmente, nos paises tropicais e subtropicais, tais como na
América do Sul, China e india (OPENSHAW, 2000). A Jatropha curcas L. se caracteriza
como um arbusto de dois a trés metros de altura podendo chegar até cinco metros a depender
de boas condic@es de plantio, solo, umidade. Suporta bem climas aridos e semiéaridos.

Esta oleaginosa € encontrada naturalmente de forma nativa no nordeste brasileiro que
apresenta solo semiarido e ndo aparece em regides de elevada umidade como na regido
Amazonia (DEHGAN; SCHUTZMEN, 1994). As folhas deste arbusto, de cor verde,
aparecem alternadas na forma de coracdo, as flores sdo pequenas na cor amarelo-esverdeada,
em um mesmo ramo podem ocorrer flores masculinas, flores femininas e flores hermafroditas.
Os frutos, quando maduros, sdo capsulas de cor marrom escuro contendo trés sementes dentro
das quais se encontra a améndoa branca, rica em 6leo (PEREZ et al., 2007).

Nas sementes do pinhdo manso existe grande quantidade de 6leo, que pode ser extraido em
quantidades que variam de 40 a 77% a depender da técnica de extracdo. Este 6leo vem sendo
usado com diferentes aplicacdes variando entre aplicacdes energéticas e ndo energéticas. A
utilizacdo ndo energética inclui a producdo de sabdo, tintas de impressao e vernizes. J& como
fonte energética inclui além da producao de biodiesel, a queima direta em motores agricolas e
iluminacdo de ambientes domésticos em paises da Africa e na india (FERRAO et al., 1983; LI
et al., 2007). Ademais a planta como um todo apresenta multiuso, as partes aéreas da planta
sdo usadas como lenha para cozinha doméstica (meio rural e urbano), lenha para caldeiras,
estacas, postes e ate producdo de carvdo (OPENSHAW, 2000; KUMAR; SHARMA, 2008).
Uma utilizacdo de destaque do pinhdo manso é como cerca viva para a delimitacdo das
propriedades agricolas, uma vez que 0s animais evitam toca-lo devido ao latex caustico que
escorre das folhas arrancadas ou feridas (PEIXOTO, 1973). Outra utilizacdo importante,
principalmente para o nordeste brasileiro que tem clima semiarido e rios necessitando de
revitalizacdo, é que esta planta, por ser perene, pode ser utilizada na conservagdo dos solos,
pois 0s recobre com uma camada de matéria seca diminuindo, desta forma, a erosdo e perda
de &gua por evaporagéo.

Com tamanha variedade de aplicagOes para a Jatropha curcas L., as instituicbes precisam
otimizar seus esforcos para garantir um retorno justificAvel. A prospeccdo tecnoldgica
consiste na aplicacdo de métodos de gerenciamento e analise de tecnologias, com o objetivo
de predizer possiveis quadros futuros ou mudancas que alterem metas previamente delineadas
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(AMPARO et al., 2012). O uso devido da prospeccao tecnoldgica exerce fun¢do marcante no
atual mercado globalizado. Com o objetivo de melhor direcionar o empenho na pesquisa e
desenvolvimento de novas tecnologias, os setores publico e privado em diversos paises tem
aplicado métodos de prospeccao tecnoldgica (MAYERHOFF, 2008). O presente trabalho tem
como objetivo avaliar o desenvolvimento de tecnologias relacionadas a Jatropha curcas L.,
através da analise de dados referentes a 242 patentes disponibilizadas no banco de dados de
patentes europeu (Espacenet®).

METODOLOGIA

A analise das aplicacGes diversas da Jatropha curcas L. foi realizada através da avaliacdo de
documentos de patentes, por meio de um banco de dados de patentes Europeu, 0 Espacenet®,
que oferece o0 acesso gratuito a informacéo sobre desenvolvimento tecnoldgico. Utilizando
“Jatropha* and curcas” como palavras chave no sistema de busca avancada, realizou-se uma
pesquisa de patentes as quais apresentavam em seu titulo ou resumo os termos de interesse.
Assim foi possivel obter dados de 242 patentes relevantes ao tema. Dentre os dados obtidos,
foram analisados: data da submissdo; data da publicacdo; pais da submissdo; classificacdo
internacional; responsaveis pela submisséo.

RESULTADO E DISCUSSAO

Apbs a busca no banco de patentes Espacenet®, foram obtidos registros de 242 documentos
de patente submetidos mundialmente a partir do ano de 1983 até o ano de 2015, com patentes
concedidas até Marco de 2016. Das tecnologias relacionadas a Jatropha curcas L. protegidas
por patente encontradas, menos de 10% foram depositadas pelo World Intellectual Property
Organization (WIPO), que garante a protecdo da propriedade intelectual em todos os 188
paises membros (ESPACENET, 2016).
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Figura 1 - Evolugdo anual do nimero de patentes depositadas referentes a Jatropha curcas a partir
do ano de 2000 na base de dados Espacenet®.
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Fonte: Autoria propria, 2016.

Até o0 ano 2000, apenas 7 patentes referentes a Jatropha curcas L. foram depositas, todas por
empresas, com as duas primeiras tecnologias protegidas pertencentes a classificacdo
internacional C10L1 (combustiveis carbonaceos liquidos), sendo a primeira publicada em
Junho de 1983 na Australia e a segunda em Outubro de 1983 no Japdo. Na década seguinte,
foram depositadas no Japdo 3 novas patentes, duas com classificacdo internacional A61K8 e
uma A61K35, no campo de cosméticos e farmacéutico respectivamente.

A partir do ano de 2000 até o ano de 2006 foram registradas 12 patentes, porém, com a crise
do Petréleo de 2003 e a ratificacdo do Protocolo de Quioto em 2005, a busca por meios mais
eficientes de producdo de energia renovavel gerou um impacto positivo no desenvolvimento
de novas tecnologias relacionadas a producdo da J. curcas, assim como de suas aplicacGes
econdmicas (BRASIL, 2004; BRASIL, 2016; LIMA, 2004). Assim, de 2007 a 2014 foi
verificada uma media de 27 patentes submetidas por ano (Figura 1).
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Figura 2 — Distribuicao de patentes depositadas por pais no qual o documento sera protegido.
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Fonte: Autoria prépria, 2016.

Das 242 patentes encontradas, 70% foram depositadas na China (Figura 2). Como uma das
principais poténcias econdémicas mundiais, fortes incentivos a pesquisa e desenvolvimento e a
ocorréncia endémica da Jatropha curcas L., a China possui industrias produzindo energia
renovavel, medicamentos e pesticidas (LI et al., 2007). A China mantém seu maior plantio na
regido de Yunnan, da qual se originam cerca de 20% das patentes depositadas na China,
provenientes de empresas e universidades da provincia, localizada no sudoeste da China. Este
fato se deve ao clima da regido sudoeste ser favoravel ao crescimento da Jatropha curcas L.
O forte investimento realizado pela China para o desenvolvimento de novas tecnologias
relacionadas a producdo de biodiesel, consequentemente producdo de patentes referentes ao
pinhdo manso, se deve a forte necessidade de suprir a demanda eminente de maior eficiéncia
na producado do biodiesel capaz de atender ao mercado interno (LIMA et al., 2008).

Com a excecdo da China, que claramente detém a maior parte das patentes produzidas,
destacam se também no cenario global outros 6 paises. Juntos estes paises correspondem a
20% de todas as patentes relacionadas a Jatropha curcas L., com 19 patentes desenvolvidas
pelos Estados Unidos, 11 pela india, 9 pelo Japdo, 7 pelo México, 5 por Singapura e 3 pelo
Brasil (Figura 3). Dos seis paises apresentados, trés depositaram a maior parte de suas
patentes no escritdrio de patentes da WIPO.

A urgente demanda por alternativas a importagdo de combustiveis fosseis torna o biodiesel
uma opg¢do promissora nos Estados Unidos. Assim o pais busca formas de incentivar o
crescimento da producgéo nacional de biodiesel que atualmente corresponde a 80 bilhdes de
litros(LIMA et al., 2008; NBB, 2016; LIMA, 2004).
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Figura 3 — Distribuigdo de patentes depositadas pelo escritério da WIPO por pais de origem da
tecnologia
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Fonte: Autoria propria, 2016.

Apesar do Brasil possuir condi¢cdes favoraveis aos diversos cultivos para producdo de
biodiesel, o pinhdo manso estar entre as oleaginosas mais promissoras a producdo do
biodiesel e ser endémico em grande parte do pais, estabelecer parametros legislativos por
meio da Agéncia Nacional de Petroleo e Gas que prevé a utilizacdo do combustivel B2 (2%
de biodiesel para 98% de diesel) e fornecer incentivos fiscais pelo Banco Nacional de
Desenvolvimento Econémico e Social (BNDS), que oferece subsidio a producéo do biodiesel,
o Brasil ainda possui baixa representatividade no quadro mundial de patentes depositadas
referentes a Jatropha curcas L. (LIMA et al., 2008; SANTANA-BASTOS; CUNHA, 2015).

Dos trés anicos registros encontrados no banco de dados Espacenet®, todos foram
depositados pelo escritorio WIPO (FIGURA 3), sendo que dois foram depositados pelo
inventor independente Gilson Soares Dourado e um pela empresa Petroleo Brasileiro S. A.,
Petrobras. Em conjunto ao fato do baixo investimento em ciéncia e tecnologia no pais, a
expressiva lentiddo no processo de avaliagdo de patentes que atingiu a media de 13 anos para
liberacdo do resultado pelo Instituto Nacional da Propriedade Industrial, INPI (AMPROTEC,
2014).
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Figura 5 - Distribuicéo de patentes por instituicdo depositante (Empresa)
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Para a anélise das instituicGes responsaveis pela producéo tecnoldgica a gerar as patentes do
presente estudo, estas instituicdes foram classificadas em trés grupos (Empresa; Academia;
Inventor Independente) de acordo com a informagdo referente ao depositante da patente. A
distribuicdo de patentes por depositantes (Figura 4) demonstra como no atual quadro global,
Empresas (49%) e Academia (40%) apresentam um equilibrio no desenvolvimento de
inovacdo relacionada ao pinhdo manso. Com um menor impacto quantitativo, Inventores
Independentes representam apenas 11% dos depositantes de patentes no mundo.

Da mesma forma (Figura 5), é evidente a clara dominancia Chinesa, no que tange a producéo
de tecnologias protegidas por propriedade intelectual, bem como o numero de patentes
depositadas no pais por empresas, relacionadas a Jatropha curcas L. As regides Sul e
Sudoeste da China se destacam como um ponto de referencia no desenvolvimento
tecnoldgico, relacionado ao pinhdo manso, devido a grande concentracdo de empresas
detentoras de patentes na regido. Apesar da Temasek Life Sciences Laboratory ser uma
empresa de Singapura, esta depositou apenas uma patente no pais de origem, sendo que a
empresa depositou outras trés patentes no escritorio de patentes WIPO, duas nos Estados
Unidos, duas na China e uma em lIsrael.

No que tange a relevancia em numero de patentes depositadas referentes a Jatropha curcas L,
dentre as instituicbes classificadas no grupo Academia, 100% daquelas consideradas
quantitativamente mais impactantes sdo instituicdes Chinesas (Figura 6). Novamente, o
destaque maior vai para a regido Sudoeste da China, em especial a provincia de Yunnan, a
qual desempenha um papel importante no cultivo do pinhdo manso (LI et al., 2007).

Figura 6 — Distribuicdo de patentes por instituicdo depositante (Academia)

UNIV YUNNAN

UNIV SICHUAN

XISHUANGBANNA TROPICAL BOTAN..
UNIV KUNMING SCIENCE & TECH
UNIV GUIZHOU

UNIV FUDAN

UNIV SOUTHWEST FORESTRY

UNIV SOUTH CHINA AGRICULT

|
|
::::!:::: LI e B B B e B e e e e
0 2 4 6 8 10 12 14
N° patentes

Fonte: Autoria prépria, 2016.

Dos 22 inventores independentes com patentes relacionadas a Jatropha curcas L, apenas trés
se destacam por deterem mais de uma patente cada (Figura 7). Primeiramente a inventora



97

Namita Deo da india, com trés patentes depositadas sendo duas na categoria internacional de
cosmeticos (A61 K8) e uma na categoria de medicamentos contendo peptideos (A61 K36).
Em segundo o inventor Roberto Crea dos Estados Unidos, com duas patentes depositadas,
uma na categoria de medicamentos contendo peptideos (A61 K36) e uma na categoria de
forragem para alimento de gado (A23K1). Por fim, o inventor Gilson Soares Dourado do
Brasil, com duas patentes depositadas referentes a um equipamento de secagem e separagédo
de sementes (B2B1).

Figura 7 - Distribuicéo de patentes por instituicio depositante (Inventor Independente)
DEO NAMITA
CREA ROBERTO

SOARES DOURADO GILSON -+
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Fonte: Autoria propria, 2016.

Figura 8 — Distribuicéo de patentes por classificacao internacional
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Dentre as diferentes aplicacbes e metodologias utilizadas referentes ao pinhdo manso,
protegidas como propriedade intelectual (Figura 8), cinco areas se destacam como 0s
principais focos no desenvolvimento de novas tecnologias. O cddigo Al apresenta 0 maior
nimero de patentes, neste campo estdo classificadas as patentes referentes ao cultivo da
Jatropha curcas L. com 98 patentes depositadas. Em segundo lugar, com 30 documentos de
patente, encontra-se o codigo C12, relativo a biomoléculas de interesse e processos
envolvendo estas, como aplicacdes de enzimas e alteracdo de material genético.

Nesta perspectiva, na terceira posi¢ao, com 24 patentes depositadas, esta o codigo C10 o qual
concerne a producdo de combustiveis. Em seguida, com 19 patentes depositadas, tem-se o
codigo A23, que é referente a producgdo de alimentos, podendo ser para 0 consumo humano ou
animal. Por fim, com 16 patentes registradas, encontra-se a classificacdo A61, a qual remete a
producdo de medicamentos e cosméticos, de uso médico ou veterinario.

Os avangos no cultivo da Jatropha curcas L. e extracdo de partes com aplicacéo industrial séo
essenciais para garantir uma producdo em massa de seus subprodutos. Apesar do investimento
evidente neste quesito, patentes relacionadas ao uso dos subprodutos do pinhdo manso como
alimento ou racdo, pesticida, cosmético, medicamento, combustivel, lubrificante e outras
aplicacdes, apresentam significante apelo econdmico (KUMAR; SHARMA, 2008).

CONCLUSAO

O progressivo aumento no nimero de patentes depositadas referentes a Jatropha curcas L.,
desde o primeiro documento depositado em 1983 até o mais recente em 2015 encontrados na
base de dados Espacenet®, fica clara a relagéo entre a crise mundial de matriz energética e a
busca por aperfeicoamento da producdo do biodiesel. Tendo em vista esse conceito, a China
demonstra grande empenho na busca pelo desenvolvimento e patenteamento de novas
tecnologias as quais ajudem a amenizar sua dependéncia de combustiveis fosseis. A
participacdo de empresas e academia tem sido quantitativamente equivalentes, responsaveis
pela maior parte das patentes pertinentes ao pinhdo manso. Apesar, do biodiesel, ser o
objetivo maior da producéo atual da Jatropha curcas L., este ndo € a classe de inovagdes a
apresentar o maior numero de patentes, sendo as tecnologias relacionadas ao cultivo do
pinhdo manso, no intuito de elevar a produtividade para suprir a demanda energética, a conter
disparadamente o maior nimero de patentes depositadas.

PERSPECTIVAS

A Jatropha curcas L. esta presente de maneira endémica em diversos paises de localizagédo
tropical e subtropical, ocorrendo em todas as regides do Brasil, € uma oleaginosa que
apresenta grande potencial econdmico para o setor agricola e as inddstrias energética e
farmacéutica. Apesar da representatividade do Brasil no atual quadro de protecdo a
propriedade intelectual de tecnologias relacionadas a Jatropha curcas L. ser minima, este



99

representa um campo de pesquisa e desenvolvimento de grande apelo econémico para
empresas, inventores independentes e academia, o qual deve ser incentivado.
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8.2 Patentes de invencéo

- Patente de invencdo registrada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)
diretamente relacionados a tese

Patente de Invencao I

"COMPOSICOES FARMACEUTICAS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
CONTENDO EXTRATOS DE Jatropha curcas L., PROCESSO DE OBTENGCAO DE
COMPOSICOES FARMACEUTICAS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
CONTENDO EXTRATOS DE Jatropha curcas L. E SEUS USOS".

Patente de inveng&o depositada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)
Numero de registro: BR 10 2016 021368 1 (2016)

- Patente de invencgéo registrada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)

Patente de Invencéo Il

"COMPOSICOES FARMACEUTICAS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
CONTENDO EXTRATOS DE Jatropha curcas L., PROCESSO DE OBTENCAO DE
COMPOSICOES FARMACEUTICAS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
CONTENDO EXTRATOS DE Jatropha curcas L. E SEUS USOS".

Patente de inveng&o depositada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)
Numero de registro: BR 102014010104-7 A2 (2014)
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Pedido nacional de Inveng&o, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Invenc&o e entrada na fase nacional do PCT

Ntmero do Processo: BR 102016 021368 1

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: Universidade Federal da Bahia
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 15180714000104
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagéo Juridica: Instituigéo de Ensino e Pesquisa
Enderego: Rua Augusto Viana s/n,
Cidade: Salvador
Estado: BA
CEP: 40-110060

Pais: Brasil
Telefone: (71)3263 7000
Fax: (71)3263 7027
Email: npi@ufba.br

p——————————————— R

PETICIONAMENTO Esta solicitacéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 16/09/2016 as
ELETRONICO 12:38, Peticdo 870160052050



Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengao (PI)

Titulo da Inveng&o ou Modelo de "COMPOSICOES FARMACEUTICAS COM ATIVIDADE ANTI-
Utilidade (54): INFLAMATORIA CONTENDO EXTRATOS DE Jatropha curcas L.,

Resumo:

PROCESSO DE OBTENGAO DE COMPOSICOES
FARMACEUTICAS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
CONTENDO EXTRATOS DE Jatropha curcas L. E SEUS USOS".

A presente invengéo refere-se ao processo de obtengéo e uso de
produto vegetal com atividade anti-inflamatéria de Jatropha curcas,
espécie da familia das Euphorbiaceae. Mais particularmente, do
processo de obtengéo e do uso de produtos elaborados a partir de
extratos, fragdes e compostos bioativos isolados de farmacégenos
elaborados a partir das partes aéreas da Jatropha curcas. A
aquisicdo de insumos farmacéuticos ativos de origem naturais,
especificamente vegetais, ocorre por processos fisico-quimicos em
particular, extrator a frio, presentes nas referidas matérias-primas
com atividade farmacolégica. Os extratos e fragdes da espécie da
planta J. curcas apresentam atividade anti-inflamatoria sobre os
efeitos biolégicos induzidos por lipopolissacarideo em modelo pré-
clinico em cultura de células gliais primarias de ratos Wistar. A
principal aplicag&o da presente invengdo envolve a formulagéo e uso
de especialidades farmacéuticas com atividade anti-inflamatéria para
uso interno e externo, como por exemplo, mas néo restrito a,
comprimidos, capsulas, drageas, xaropes, logdes, cremes, pomadas,
etc. As referidas especialidades farmacéuticas podem ser utilizadas
para tratamento e prevengao de doengas.

Figura a publicar: 1

PETICIONAMENTO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 16/09/2016 as
12:38, Peticdo 870160052050
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificag&o Fisica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pals:

Fax:

Email:

Inventor2 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:

Cidade:

Estado:
~CEP:
Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3de 7

Telefone:

EDUARDO MUNIZ SANTANA BASTOS

00985834501

Brasileira

Outras ocupagdes ndo especificadas anteriormente

Av. José Leite, n 84, granvelle monet, bloc. 02, ap,202, bairro:
Picuaia g

Lauro de Freitas

BA

42700-000

BRASIL

(71) 988 887855

eduardomunizm@gmail.com

VITOR HUGO MOREAU DA CUNHA
07315922717

Brasileira

Outras ocupagdes néo especificadas anteriormente

Av. praia de ltamaraca, sn. Cond. Top Vilas, casa 33. Vilas do
Atlantico
Lauro de Freitas

BA

42700-000
BRASIL

(71) 981 755469

vhmoreau@yahoo.com.br
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