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RESUMO: A Tabebuia impetiginosa é uma importante planta medicinal
utilizada no Brasil, conhecida popularmente como Ipé roxo, nativa das florestas
tropicais chuvosas da América do Sul e Central, e amplamente distribuida no
Cerrado brasileiro. Apresenta acao anti-inflamatéria, analgésica, antibiética e
anti-neoplasica. Seu constituinte mais estudado e responsavel por atividades
farmacologicas € o Lapachol. Baseando-se nas caracteristicas da solugéo
aquosa do ipé roxo, o objetivo deste estudo foi avaliar sua potencial atividade
angiogénica, mutagénica e antimutagénica, mediante os testes da membrana
corio-alontoide (MCA) e micronucleo da medula éssea hematopoiética de
camundongos. O quimioterapico mitomicina (MMC), conhecido por seu
potencial efeito mutagénico, foi usado como controle positivo. Os resultados da
angiogénese evidenciaram um aumento da rede vascular (p<0,05) da MCAs
em relagao aos controles negativo e inibidor pelo uso da solugéo aquosa do ipé
roxo na concentragao de 10 mg/ml. No teste do micronucleo, observou-se que
nas doses de 10, 20 e 30 mg/ p.c.,, a solugdo aquosa do ipé roxo nao
apresentou atividade mutagénica e nem efeito protetor diante da acéo
genotoxica provocada pela MMC.

Palavras-chave: Tabebuia impetiginosa, angiogénese, mutagénica,
micronucleo.



ABSTRACT: Brazil has the world's largest plant genetic diversity, with
cataloging more than 55.000 species between an estimated 350-550 thousand,
already in equivalence only 8% of the national flora was studied among these
plants 1.100 were related to their properties medicinal. Among the many
medicinal plants used in Brazil, is Tabebuia impetiginosa, popularly known as
purple Ipe, typical of the Brazilian cerrado, and has anti-inflammatory,
analgesic, antibiotic and anti-neoplastic. The most studied and constituent
responsible for pharmacological activities of purple Ipe, as described in the
literature is Lapachol. Based on the characteristics of the aqueous solution of
purple ipe, the aim of this study was to evaluate its potential angiogenic,
mutagenic and antimutagenic activity by testing the chorioallantoic membrane
(MCA) and micronucleus in hematopoietic bone marrow of mice. The
chemotherapy mitomycin (MMC), known for its mutagenic effect, was used as
positive control. The results showed an increase of angiogenesis in vascular
network (p<0.05) compared to the MCAs negative controls (p<0.05) and
inhibitor (p<0.05) when using aqueous purple ipe at a concentration of 10 mg /
ml. In the micronucleus test, it was observed that the aqueous solution of purple
ipe at doses of 10, 20 and 30 mg/ b.w., showed no mutagenic activity and no
protective effect on the genotoxicity induced by MMC.

Keywords: Tabebuia impetiginosa, angiogenesis, mutagenic, micronucleus.
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1. INTRODUGAO

As plantas medicinais séo aquelas de uso popular que tem por objetivo
alternativo, o tratamento de doengas ou manuten¢édo da saude, uma vez que,
apresentam principios ativos que favorecem estes fatores (HOEFFEL et al.,
2011).

Dados da Organizagdgo Mundial da Saude (OMS) indicam que
aproximadamente 80% da populagdo mundial, de algum modo, utilizam plantas
medicinais como medicamentos, e apenas 30% por indicagdo médica (HALL et
al., 2012). No Brasil, ha uso popular de plantas medicinais, como nos Estados
Unidos, o qual ha uma procura por estas plantas com propriedades
terapéuticas (LILIENFELD & ARKOWITZ 2013). Tendo em vista uma maior
autonomia para o tratamento de determinadas doencas, ha individuos que
procuram o0s compostos de plantas em fornecedores de lojas naturais
(COWAN, 1999).

A quantidade existente de plantas em nosso planeta chega a estimativa
de 250 a 500 mil espécies, das quais, 5% sdo estudadas fitoquimicamente
(CECHINEL-FILHO, 1996). O Brasil possui a maior diversidade genética
vegetal mundial, com a catalogacdo com mais de 55 mil espécies entre um
total estimado de 350 a 550 mil, j@a em equivaléncia apenas 8% dessa flora
nacional foi estudada, entre essas plantas 1,100 foram relacionadas com suas
propriedades medicinais (HEINZMANN, 2007).

Com a ampliagdo, de novas técnicas espectroscopicas, vem sendo
possivel a identificagdo de mais estruturas moleculares de composicdes
naturais, onde até pouco tempo estas estruturas nao eram facilmente
identificadas (YUNES,1998). No entanto, para haver o uso de plantas com fins
terapéuticos, € preciso enquadra-las em modelos aceitaveis de qualidade,
seguranca, eficacia e propriedades terapéuticas reprodutiveis (FIRMO et al.,
2011).

No Brasil, o bioma Cerrado representa o segundo grande dominio

ecolégico com um total de 220 espécies de plantas estudadas e usadas na



medicina tradicional (OLIVEIRA et al, 2002). A Tabebuia impetiginosa
conhecida popularmente como Ipé roxo, tipica do cerrado brasileiro, ja € ha
anos utilizada na medicina popular para tratamento de diversas doencgas, entre
elas, o cancer (OLIVEIRA et al., 2002; VON DER PAHLEN, 2002).

Nas décadas de 60 e 70, muitos investimentos foram aplicados em
estudos das substancias extraidas desta planta, como o lapachol o qual possui
uma estrutura semelhante a vitamina K e a B-lapachona, chegando a ser
comercializado para uso em quimioterapia coadjuvante no tratamento da
leucemia (SILVA et al., 2003; MONTENEGRO et al., 2003; CASTELLANOS et
al.,, 2009). Atualmente o Ipé roxo esta na lista de espécies ameacadas de
extingdo. Um motivo importante € o comercio da casca desta arvore usada
para fins terapéuticos (VON DER PAHLEN, 2002).

Diante do exposto, este estudo se objetivou em avaliar os efeitos da
solucdo aquosa da Tabebuia impetiginosa (Ipé roxo) em camundongos,

observando possiveis atividades angiogénica, mutagénica e antimutagénica.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Propriedades farmacolégicas de Plantas

O uso de plantas para tratamento e prevengdo de doencas tem se
tornado mais frequente no mundo. Nos paises desenvolvidos, assim como nos
naqueles em desenvolvimento, o consumo de produtos de origem natural se
eleva gradativamente (VEIGA-JR, 2005). O alto custo dos medicamentos
industrializados tem propiciado a busca por terapias alternativas, como uso de
plantas medicinais (BRASILEIRO et al., 2008).

Pesquisas mostram que o emprego de plantas usadas para o tratamento
de doencas data de uma historia de 3000 a. c. (LILIENFELD & ARKOWITZ
2013). Seguindo este viés, o conhecimento do poder medicinal das plantas tem
a capacidade de se ligar com a historia da humanidade (NOVAIS et al., 2003;
COWAN, 1999; CALIXTO, 2000). Ha ressaltas que os Neandertais consumiam
plantas como a malva com a finalidade terapéutica ha 60 mil anos,
considerando a ideia, que os poderes de curas sao bem antigos (COWAN,
1999). As primeiras descobertas sobre o uso de plantas medicinais estdo no
Papiro de Ebers o qual foi descoberto e publicado por Georg Ebers. Este
material foi pertence a época da XVIII Dinastia, no Egito, e possui relatos de
cerca de 100 doencas e um alto numero de substéncias de origem animal,
vegetal e mineral (VILELA, 1977).

No Brasil, a autor do Tratado Descritivo do Brasil, Gabriel Soares de
Souza, realizou em 1957 a primeira descricao sobre o uso de plantas no Brasil
para tratamento de doencas. Esse tratado apresentava os produtos medicinais
que os indios de “as arvores e ervas da virtude” faziam uso. Apds a vinda dos
primeiros médicos portugueses para o Brasil, com a escassez de
medicamentos Europeus, foi percebida a importancia de vegetais utilizados

pelos indigenas como medicamento (VEIGA-JR, 2002).

As principais atividades farmacologicas de vegetais ja comprovadas
cientificamente envolvem agdes como: analgesia, atividade antitérmica, anti-

inflamatdria, antialérgica, antibacteriana, antiparasitaria, antifungica, cicatricial e



antitlcera (OLIVEIRA et al., 1990; MORAIS et al., 2005; NOGUEIRA et al.,
2005; PARENTE et al., 2009; SANTOS et al., 2010).

Estas atividades estao atribuidas, principalmente, aos principios ativos
presentes nos vegetais. Estes compostos, também denominados Metabdlitos
secundarios, sdo responsaveis por garantirem a adaptagdo dos vegetais aos
seus ambientes, promovendo uma boa interagcdo entre as plantas e os
diferentes ecossistemas (AERTS et al, 1991; HARBORNE, 1988). Os
principios ativos aumentam as chances de sobrevivéncia de uma espécie, uma
vez que sao responsaveis por inumeras atividades biologicas. Nos vegetais,
eles atuam como antibidticos, antifungicos e antivirais protegendo as plantas
dos patégenos, além de apresentarem atividades antigerminativas ou téxicas
para outros vegetais. Também, alguns destes compostos formam importantes
substancias que absorvem a luz ultravioleta impedindo que as folhas sofram
danos (LI et al., 1993).

Os metabdlitos secundarios de vegetais sao classificados segundo sua
rota de biossintese. As principais familias de moléculas sao consideradas: os

compostos fendlicos, terpénicos, e alcaloides (HARBONE, 1999).

Os compostos fendlicos estdo envolvidos na sintese de ligninas as quais
sdo atrativos aos seres humanos em virtude do agradavel odor, sabor e
coloracdo. Para outros animais, eles também apresentam esta atratividade e
facilitam a polinizacéo e disperséo de sementes. Estes compostos atuam como
protetores contra raios ultravioletas, insetos, fungos, virus e bactérias
(CROTEAU et al., 2000). Atualmente, mais de 8000 compostos fendlicos ja
foram detectados em espécies vegetais. Esse complexo grupo se apresenta
como pigmentos que dao aspecto colorido aos alimentos, ou como produtos do
metabolismo secundario, normalmente oriundos de reagbes de defesa das
plantas contra injurias do ambiente. Esses compostos apresentam atividade
antioxidante, ndo apenas pela capacidade em doar hidrogénio ou elétrons,
como também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que inibem
a oxidagcao de inumeras biomoléculas do alimento, particularmente de lipidios
(BRANDWILLIAMS et al., 1995).



Os Terpenos (ou terpendides) representam o grupo mais antigo de
produtos de moléculas sintetizados por vegetais e o mais amplos de produtos
naturais. Estes compostos sdo hidrocarbonetos com multiplas unidades de uma
estrutura basica, o isopreno. Sua férmula geral é (CsHg)n (BERNTHSEN,
1981). Mono e sesquiterpenos, por exemplo, sdo os principais constituintes de
Oleos essenciais, enquanto outros terpenos compdem balsamos, resinas, ceras
e borrachas (MOHAN et al., 2006). Os terpenos apresentam inumeras fungdes
nos vegetais. Monoterpenos atuam na atracdo de polinizadores, enquanto os
sesquiterpenos protegem os vegetais contra fungos e bactérias. Os diterpenos
originam horménios de crescimento vegetal (MORITA et al.,, 2000; HOLETZ et
al., 2002)

Os alcaloides sado designados como compostos farmacologicamente
ativos, por apresentarem um nitrogénio e se derivarem de aminoacidos
(Cordell, 1981). Porém, estes compostos nao estao distribuidos uniformemente
no reino vegetal e estdo restritos para alguns géneros e espécies de plantas.
Esta distribuicdo limitada de compostos secundarios forma a base da
quimiotaxonomia e ecologia quimica (HARBORNE, 1988). A atividade dos
alcaloides nas defesas quimicas dos vegetais é sustentada pelos inUmeros
efeitos fisioldgicos que sdo exercidos sobre os animais e também pelas
atividades antimicrobianas. Diversos alcaloides apresentam toxicidade aos
insetos e agem como repelente para herbivoros (CROTEAU et al., 2000;
FUMAGALI et al., 2008).

Mesmo diante da comprovacdo cientifica sobre as propriedades
farmacolégicas de inumeros vegetais, a maior parte das plantas
comercializadas para fins terapéuticos ndo apresentam evidéncias cientificas
(BOCHNER et al.,, 2012). No Brasil, importantes exemplos sdo a espinheira-
santa (Maytenus ilicifolia), abajeru (Chrysobalanus icaco), boldo (Peumus
boldus), erva-de-bicho (Polygonum punctatum) e arnica (Arnica montana)
(RUSCHEL & NODARI, 2008; SILVA & PEIXOTO, 2009; BOCHNER et al.,
2012).

A toxicidade de plantas medicinais constitui um importante problema de

saude publica. Os efeitos adversos de medicamentos naturais, possiveis



adulteracdes e toxicidade, assim como a interagdo com outros medicamentos,
séo comuns (VEIGA-JR et al., 2005).

2.2. Antimutagenicidade de vegetais e Carcinogénese

O processo de mutagenicidade ocorre quando as células ficam
expostas a um agente mutagénico provocando em seguida, danos ao material
genético o qual nado sofre reparo durante o processo de replicagao celular
(Figura 1) (MOREIRA et al.,, 2002; MONTAGNER & COSTA, 2009). Muitos
compostos mutagénicos e carcinogénicos podem ter relagdo na formagéo de
espécies reativas ao oxigénio (ERO) as quais possuem importante papel em
processos degenerativos, lesbes do DNA, mutagdes relacionadas ou nao ao
cancer, problemas cardiacos e envelhecimento (ANDERSON et al., 1995;
MOHAN & MELTZ, 1994; AMES, 1983; HALLIWELL & GUTTERRIDGE, 1989).

Figura 1. Processo de lesdo ao DNA provocado por radiagao UV
Fonte: MONTAGNER & COSTA (2009).



Os agentes mutagénicos podem ser classificados em fisicos e quimicos.
Os agentes fisicos mutagénicos compreendem: Raios X, raios gama (radiagao
ionizante) e ultravioleta (UV). Ja os quimicos mutagénicos podem envolver
substancias como: bromouracila, acridina, brometo de etideo, benzopireno,
dentre outros (HIGA, 2007). Em elemento mutagénico pode muitas vezes

promover uma carcinogénese.

Na carcinogénese o processo em geral ocorre lentamente, podendo
levar anos para que uma célula cancerosa se prolifere e origine um tumor
visivel. Esse processo por alguns estagios até alcancar a forma de tumor.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Inicialmente ocorre o estagio de iniciagdo onde a célula sofre o efeito de
mutagénicos ou carcindgenos que provocam alteracdes em seus genes. Nesta
fase as células estdo geneticamente alteradas, mas nao é possivel detectar um
tumor clinicamente. Encontram-se "iniciadas" para a fase de promocao da
carcinogénese (HIGA, 2007; AMUCC, 2011).

Aqui, as células "iniciadas”, sofrem o efeito dos agentes cancerigenos
oncopromotores. Tal célula é transformada em maligna, de forma lenta e
gradual. Para tanto, € necessario um longo e continuo contato com o agente
cancerigeno promotor. A inibigdo do contato com agentes promotores nesse
estagio muitas vezes interrompe o processo (HIGA, 2007). Por fim, inicia-se o
estagio da progressao o qual se caracteriza pela multiplicagdo descontrolada e
irreversivel das células alteradas. Aqui o cancer ja esta instalado, e evoluindo
até o aparecimento das primeiras manifestagdes clinicas da doenca (AMUCC,
2011).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) a cada ano mais de 12,7
milhdes de pessoas no mundo sdo diagnosticadas com cancer e 7,6 milhdes
morrem. No Brasil, apenas em 2013 foram registrados quase 500 mil novos
casos da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Estima-se que ocorrerdo 26
milhdes de casos novos e 17 milhdes de mortes por ano em 2030. E a maior
parte dos casos novos sera nos paises em desenvolvimento. O custo

do cancer no mundo para a economia global em mortes prematuras e invalidez,



desconsiderando os custos médicos, foi estimado em US$ 1 trilhdo
(GASPERIN et al., 2011).

Conforme a Associacao Brasileira de Portadores de Cancer (AMUCC), o
cancer de pele é o mais frequente e corresponde a 25% de todos os tumores
malignos registrados. Possui grandes chances de cura, se for detectado
precocemente. O cancer de pulm&o, o mais comum dentre os tumores
malignos, é altamente letal, com sobrevida média entre 7 € 10% nos paises em
desenvolvimento. E seguido pelos canceres colorretal e de préstata (AMUCC,
2011).

As iniciativas mais importantes na batalha contra o cancer sdo o
melhoramento do diagndstico (detecgdo precoce permitindo controle da
doenga), novos meios de tratamento (procedimentos menos agressivos que
atuem apenas nas células malignas) e medidas preventivas aplicaveis a
populagao (DOUGLAS, 2000).

Diante do grande numero de casos novos que surgem a cada ano, ha
um enorme interesse pelo estudo do cancer através de estudos que envolvem
desde fatores ambientais, como dieta e habitos de vida, os quais podem ter
relacdo ao desenvolvimento da doencga, até lesées consideradas pré malignas
(KEIGHLEY & WILLIAMS, 1998). Também, inumeros tratamentos
experimentais tém sido testados, dentre eles esta o estudo de plantas tipicas
de varias regides (OLIVEIRA et al., 2002).

Atualmente, muitos estudos tem dado énfase nas substancias
provenientes de plantas que apresentam propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas (BESSA, 2010). Muitos compostos vegetais apresentam
propriedades antimutagénicas como os beta carotenos (Vitamina A), acido
ascorbico (Vitamina C), o tocoferol (Vitamina E), polifendis, compostos
sulfidricos, calcio, fibras, etc. (HIRAMATSU et al., 2004; GOODMAN &
GILMAN, 2003; AMES, 1983).

Estudos, por exemplo, com o extrato da Aloe vera (babosa) verificam o
potencial efeito antimutagénico por meio da redugédo da atividade mutagénica

de substancias como a Aflatoxina B, Benzo[a]pireno, Peréxido de Hidrogénio,



Azida Sédica (AZS) e Mitomicina C (MMC), (LIRA, 2007). Também, outros
compostos antigenotoxico, presentes em alimentos, tém fun¢ao antioxidante e
atuam sequestrando os radicais livres de oxigénio (KHAN, 2005; ANGELIS,
2001; MOHAN & MELTZ,1994).

2.3. Angiogénese

O processo de angiogénese constitui na formagédo de novos vasos
sanguineos a partir de capilares pré-existentes. Ressalta-se que a
Vasculogénese envolve a formagao primaria de vasos sanguineos a partir de
precursores da célula endotelial (angioblastos), durante a fase embrionaria
(RISAU et al., 1997; PAPETTI & HERMAN, 2002; GONZALEZ et al., 2002).

A angiogénese ocorre durante o desenvolvimento embrionario e €
observada ao longo da vida adulta em eventos fisiolégicos como a ovulagéo,
ciclo endometrial, desenvolvimento da placenta e reparacdo de feridas
(PEPPER, 2001).

O controle da angiogénese feito por um fino balango entre fatores
endoégenos promotores e inibidores (FOLKMAN & SHING, 1992). Diversos
peptideos purificados apresentam relagdo na angiogenese. Dentre eles esta o
fator de crescimento fibroblastico acido (FCFa), fator de crescimento
fibroblastico basico (FGFb), a angiogenina, o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PCDP), o fator induzido por hipdxia (Hypoxia-Inducible factor -
HIF1), o fator de transformagao do crescimento a e B (FTC-a e FTC- (), fator
de necrose tumoral a (FNC- a), fator de crescimento epidérmico (Epidermal
Growth Factor - EGF), interleucinas 1 e 2 (IL-1, IL-2), fator de cicatrizagao/fator
de crescimento epidérmico (FC/EGF) e o fator de crescimento endotelial
vascular (FCEV) (VALIATTI et al., 2011; KARAMYSHEVA, 2007; KALKA et al.,
2000), dos quais o FCEV é o mais investigado.

In vitro, o FCEV contribui no crescimento celular endotelial a partir de

artérias, veias e vasos linfaticos e inibe a apoptose endotelial provocada por
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auséncia de nutrientes. Em testes experimentais, a inibicdo de FCEV promove
alteracbes de apoptose na vascularizacdo neonatal, mas ndo em adultos
(KASAHARA et al., 2000; LEE & HICLIN, 2008). O FCEV apresenta trés
receptores: FCEVR-1, FCEVR-2 e FCEVR-3. As proteinas transmembranicas
VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (FIt-2) sédo receptores de alta afinidade de FCEV

com dominio tirosina-quinase (CAPP et al., 2009).

Estudos apontam que o processo de angiogénese é fundamental para o
desenvolvimento de tumores. Uma vez que o tumor se segue em
desenvolvimento, a entrega de nutrientes a base através de fonte sanguinea
para as células tumorais € fundamental para seu crescimento (FERRARA et al.,
1998; HANAHAN & FOLKMAN, 1996). Deste modo, a produgédo de fatores
angiogénicos em células cancerosas € promove o desenvolvimento de tumores
solidos (FOLKMAN, 1990).

Quando a sinalizagdo de FCEV ¢é inibida, a angiogénese tumoral e,
consequentemente, o crescimento do tumor € prejudicado (KIM et al.,1993;
MILLAUER et al., 1994). Na angiogénese tumoral (Figura 2), o FCEV promove
o desenvolvimento de tumores em virtude de seu potencial de conduzir a
permeabilizardo dos vasos sanguineos e induzir a formagéo de infiltrados em
vasos sanguineos. Em diferentes tipos de tumores, é frequente a detecgéo de
altos niveis na produgdo de FCEV em células tumorais (ESSER et al., 1998;
ROBERTS & PALADE, 1997).
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Figura 2. Visédo simplificada de alguns passos fundamentais na angiogénese

tumoral.
Fonte: Cristofanilli et al (2002).

Considerando a participagéo do processo angiogénico na formagao de
tumores, pesquisas voltadas para a produgcao de medicamentos inibidores da
angiogénese estdo em desenvolvimento e muitos farmacos com esta atividade
ja sédo aprovados em 28 paises (FOLKMAN, 2006).

Cerca de 60 e 75% dos farmacos usados no tratamento do céancer e
doencas infecciosas, sdo derivados de fontes naturais (NEWMAN et al., 2003).
Estudos apontem que trés glicosidios flavondides: rutina (quercetina 3-O-
rutinosideo), campferol (3-O-robinobiosideo) e campferol (3-O-rutinosideo),
isolados das folhas de Melia azedarach apresentam efeito anti-angiogénico em
ensaio in vivo utilizando a membrana corio-alantoide (MCA) de embrides de
galinha (KUMAZAWA et al., 2013).
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Os extratos de Bidens pilosa e Casearia sylvestris possuem capacidade
de inibir o crescimento tumoral em camundongos, reduzindo significantemente
o percentual de vasos sanguineos em torno de tumores (BUCKER, 2012). O
extrato das folhas de Punica granatum reduz, in vitro, 0 nimero de células do
Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) na cavidade peritoneal de camundongos, além
de reduzir o padréo de vascularizagdo da parede abdominal (OLIVEIRA et al.,
2010).

Testes com o extrato de diclorometano da casca de Garcinia
amplexicaulis demonstram que a presenca de tocotriendis, triterpenos e
xantonas neste vegetal inibem, in vitro, a angiogénese de células endoteliais

induzida por VEGF e a adesao e migragao das mesmas (LAVAUD et al., 2013).

Os estudos relacionados a avaliagao do potencial efeito anticancer de
plantas em linhagens de células humanas tém permitido o avango de
pesquisas atuais, orientando a sele¢cdo de outros modelos e estudos de
mecanismos de acdo (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

2.4 Tabebuia impetiginosa

A Tabebuia impetiginosa (Figura 3), popularmente conhecida por ipé-
roxo, pau d'arco-roxo, e ipé-roxo-de-bola, € uma espécie vegetal pertencente a
familia Bignoniaceae. Apresenta porte arboreo, atingindo alturas de 8 a 35

metros, com caracteristica de planta caducifélia (LORENZI, 2002).

Ocorre em quase todo o territério brasileiro, além de paises como
Paraguai e Argentina (REITZ et al., 1988; CARVALHO, 1994). Esta presente
tanto na floresta pluvial atlantica como na semidecidua (LORENZI, 2002). E
comum na vegetacdo secundaria, abrangendo capoeiras e capoeirdes

(LONGHI, 1995).
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Figura 3: Arvore do Ipé-roxo.
Fonte: GUANANDI (2008).

O tronco é reto, cilindrico e, por vezes, tortuoso, apresentando de 30 a
40 cm de didmetro. Sua casca externa & grisacea, levemente aspera, com
sulcos longitudinais pouco profundos e fissuras horizontais curtas e irregulares,
desprendendo-se em escamas retangulares e grossas. A casca interna é
fibrosa, com tonalidade marrom-clara e levemente rosada. As folhas sé&o
opostas digitadas, apresentando peciolo de até 11 cm de comprimento, com
cinco foliolos, com margem inteira ou levemente serreada (SCHNEIDER et al.,
2000).

Os foliolos apresentam mechas de pélos na axila da nervura principal
com as secundarias. As flores sao de rosadas a lilas, tubulares, vistosas,
unidas em panicula terminal. O ipé-roxo floresce no periodo de maio a
setembro e frutifica entre julho e novembro. Na floragédo, a queda das pétalas €
seguida pela queda das folhas. Apds cerca de 10 dias ocorre a frutificacao.
Contudo, este evento nao ocorre todos os anos; existindo variagdes na floragao
e na frutificagcdo onde, as vezes, a arvore deixa de florescer por 1 ou 2 anos
seguidos (SHANLEY et al., 2010).
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O fruto (Figura 4) é siliquo cilindrico estreito, deiscente, com numerosas
sementes. Suas sementes sado codiformes, tendendo a oblonga plana,
apresentam superficie lisa lustrosa de cor marrom-clara, e presenca de asa
membranacea nas duas extremidades de cor marrom clara transparente de até
3 cm de comprimento, sendo sua dispersdo anemocoérica (REITZ et al., 1988;
CARVALHO, 1994).

A semente é a forma pela qual a planta sobrevive por mais tempo e com
minimo de atividade fisioldgica. Segundo Harrington (1972), o teor de agua das
sementes durante a conservacdo € um dos fatores de maior influéncia na
longevidade. Deste modo, o periodo de viabilidade de sementes é decorrente
do teor de agua presente na semente e da temperatura do armazenamento
(BEWLEY & BLACK, 1984).

Figura 4. Detalhe do fruto em forma de vagem do Ipe roxo

aberto e com sementes.
Fonte: Foto retirada no Baldo do Mondubim (2008).

Uma caracteristica silvicultural do Ipé roxo é a ocorréncia de helidfila,
contudo tolera sombreamento moderado na fase jovem, podendo ser plantada
a plena insolagdo, principalmente em solos férteis com plantios mistos
associada as espécies pioneiras, e em enriguecimento de capoeiras ou
capoeirdes quando plantada em linhas ou faixas. Além disso, apresenta

desrama natural favoravel, quando plantada em adensamento, porém na
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maioria dos casos precisa de poda, apresentando uma boa cicatrizagao
(SCHNEIDER et al., 2000).

A espécie possui alto valor econémico, ornamental e medicinal (ETTORI
et al., 1996). Apresenta risco de extingdo, estando catalogada na relagéo das
espécies para conservagao genética ex situ no Instituto Florestal de Sao Paulo
(SIQUEIRA & NOGUEIRA, 1992).

2.4.1. Propriedades farmacoloégicas do Ipé Roxo

O constituinte mais estudado e responsavel por atividades
farmacoldgicas do ipé roxo, ja descritas na literatura, € o Lapachol (Figura 5).
Esta substancia € um produto natural, quimicamente identificado como uma
naftoquinona, isolada de diversas espécies vegetais da familia Bignoniaceae.
Suas atividades incluem: acdo anti-inflamatéria, analgésica, antibiotica e anti-
neoplasica (ARAUJO et al., 2002).

O

OH
O

Lapachol

Figura 5. Estrutura quimica do Lapachol
Fonte: Araujo et al (2002).

Os detalhes quimico-estruturais das naftoquinonas estdo relacionados

com a poténcia de atividades (antimicrobiana, antineoplasica ou de toxicidade),
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sendo inativado apenas pela retirada de um metileno da cadeia isoprendide
(LAGROTTA et al.,1987). Este fato explica as observagdes de que o lapachol
isolado € menos ativo que a solugdo aquosa do bruto do Ipé, o que sugere uma
sincronia de ag¢des a outros compostos, e depois que seu derivado (B-
Lapachona), algumas vezes, possui uma maior atividade farmacoldgica,
contudo com maior grau de toxicidade (GUIRAUD et al., 1994).

Sao poucos os estudos sobre extrato de plantas, como o lapachol, que
foram realizados em seres humanos. Um deles, n&do controlado e patrocinado
pelo INCA no inicio de 1970, ndo encontrou efeitos téxicos da substancia sobre
o figado ou tecido renal. No entanto, o lapachol permitiu a prevengédo e a
coagulagao do sangue, e altas doses afetaram tumores o que representava um
sério risco de hemorragia. Mas a fungdo de coagulagao, nestes casos, voltou

ao normal depois que a droga foi interrompida (WOO, 2006).

Outros testes nao confirmados mostraram que a casca do Ipé roxo
estimulou as células do sistema imunologico, macréfagos, a agirem. A
substancia também eliminou células de cancer de pulmdo e de figado
cultivadas em tubos de ensaio e reduziu a taxa de propagacédo de cancer de
pulm&o em ratos apdés cirurgia para remogao de tumor canceroso (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 1993). Além disso, com a sintese de substancias
quimicas toxicas e genotodxicas, o extrato desta planta possui defesas contra

ataques de bactérias, fungos, insetos e animais predadores (CASTRO, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da solugdo aquosa da Tabebuia impetiginosa (Ipé

roxo) em relacao as possiveis atividades angiogénica e mutagénica.

3.2 Objetivos especificos

° Detectar a possivel atividade angiogénica da solugdo aquosa do ipé roxo
mediante realizagdo de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo

experimental a membrana corio-alantoide do ovo embrionado de galinha.

o Detectar a possivel presengca da atividade mutagénica da solugao
aquosa do ipé roxo mediante realizacdo de experimentos “in vivo”, utilizando

como modelo experimental o teste de micronucleo em camundongos.

o Detectar a possivel presenca da atividade antimutagénica da solugao
aquosa do ipé roxo mediante realizagdo de experimentos “in vivo”, pelo
tratamento simultdneo da solugdo aquosa da planta e de composto
sabidamente genotoxico Mitomicina C (MMC), utilizando-se o teste de

micronucleo em camundongos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Solugdo aquosa da Tabebuia impetiginosa (Ipé roxo)

A casca do ipé roxo foi adquirida no mercado central de Goiania,
CNPJ 15.610.962/0001-30, apresentando data de validade até junho de 2015.

Foi utilizada uma balanga de precisao para pesar 10, 20 e 30 gramas da
casca. Posteriormente, para obtencado de trés diferentes doses da solugao
aquosa do ipé roxo, foi adicionado 1 litro de agua destilada em baldo
volumétrico junto a 10, 20 e 30 gramas da casca da planta. Deste modo, foi
realizado o processo de infusdo (cha) em temperatura de 100 C° durante 10
minutos, seguido de repouso por 10 minutos. Ressalta-se que na avaliagao da
atividade angiogénica, foi utilizada apenas a infusdo obtida com 10 gramas da

casca do ipé roxo.

4.2 Ovos embrionados

Foram analisadas 60 amostras de membrana corio-alantoide (MCA) de
ovos férteis de galinha da espécie Gallus domesticus, linhagem Rhoss,
distribuidas em 15 amostras para o controle positivo, 15 para o negativo, 15
para o inibidor e 15 para a substancia teste. Os ovos foram adquiridos junto a
granja Rio Branco Alimentos. O ensaio da MCA nao necessitou passar pelo
comité e ética no uso de animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica
de Goias (PUC - GO).

4.3 Animais utilizados

Para os testes de mutagenicidade e antimutagenicidade foram utilizados

40 camundongos machos, saudaveis, da espécie Mus musculus “out bread"
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linhagem Swiss Webster, oriundo do Biotério da Pontificia Universidade
Catolica de Goias, apresentando peso corporeo entre 30 e 40 gramas e faixa
etaria entre 45 e 60 dias no dia do experimento. Trinta animais foram utilizados
para os testes de mutagenicidade e de antimutagenicidade, 5 para o controle

negativo e 5 para o controle positivo.

4.4 Procedimento experimental para avaliacao “in vivo” da atividade

angiogénica

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automatica
a temperatura de 38°C, com umidade a 65% e deslocados lateralmente a cada
15 minutos, durante os cinco primeiros dias de incubacdo. No quinto dia de
incubacao foi realizada, na casca do ovo, uma abertura circular (1,0 cm de
didmetro) em sua base maior (onde esta localizada a camara de ar) com auxilio
de uma micro-retifica Dremel (RIBATTI et al, 1996). O procedimento ocorreu
dentro de uma camara de fluxo laminar, em ambiente previamente esterilizado

com luz ultravioleta.

ApoOs a abertura na casca do ovo, com o uso de uma seringa estéril, foi
depositada uma gota (NaCl 0,9%) sobre a membrana da casca afim de auxiliar
sua retirada e expor a MCA ja vascularizada. A abertura, entdo, foi lacrada
com fita adesiva transparente (Figura 6) e os ovos retornaram a incubadora,

porém, sem agitacao peridédica e com a base maior voltada para cima.
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Figura 6. Visdo da base maior do ovo com fita adesiva
transparente lacrando a abertura realizada para exposicdo da MCA.

No 13° dia de incubagao, discos de papel de filtro com 0,5 cm de
didmetro, veiculando 3 uLffiltro da solugdo aquosa do ipé roxo e com 0s
controles negativo (agua destilada), inibidor (solugdo de dexametasona) e
positivo (Regederm®) foram colocados diretamente sobre vasos da MCA.
Todos os ovos voltaram para a incubacdo onde permaneceram até o 16° dia
(RIBATTI et al., 1996).

Posteriormente, todas as MCAs foram fixadas com solugdo de formol
(10 %) por 5 minutos, cortadas com auxilio de tesoura cirurgica fina, retiradas e
mantidas em placa de Petri com solugcao de formol. Apds isso, foram obtidas,
por equipamento digital as imagens da MCAs sobre fundo azul claro, em
tamanho 640x480 pixels e formato de RGB 24 bites, padronizados para
posterior andlise e quantificagcdo da rede vascular pelo programa Image J
(WILTINGET et al.,1995).
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4.4.1. Analise histologica

A MCA do ovo de galinha com a rede vascular neoformada foi incluida
em bloco de parafina. Posteriormente, foram preparados cortes histolégicos e
corados com solugdo de hematoxilina-eosina, segundo técnica classica

padronizada.

O material foi observado em microscoépio de luz comum em aumento de
40x e as imagens das MCAs foram fotografadas por uma camara digital (Sony
Cyber-shot 6.0 mega pixels), em condi¢gbes padronizadas, e a rede vascular da
MCA foi quantificada por meio do processamento da imagem pelos programas
de dominio publico Gimp for Windows (versao 2.0.5) e Image J (versao 1.28)

para visualizagado dos vasos sanguineos.

No ensaio da MCA, a rede vascular da membrana (Figura 7) do embrido
de galinha é utilizada como uma regiao sensivel a estimulos angiogénicos e
antiangiogénicos (RIBATTI et al., 1996).

Gema

Albumen

Camara
de ar

Calaza

Disco germinativo

MCA " Casca Membrana vitelinica

Figura 7. Visdo da MCA em ovo embrionado de galinha
Fonte: Adaptado de NUNES (2010).
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4.5 Avaliagao das atividades mutagénica e antimutagénica pelo teste do
micronucleo

O método utilizado para o teste do micronucleo seguiu em conformidade
com o protocolo experimental de HEDDLE (1973) e SCHMID (1975). Na
avaliagao da mutagenicidade, os camundongos foram divididos em 5 grupos de
cinco animais cada. Foram tratados, intraperitoneal (ip), com as doses de 10,
20 e 30 mg/kg por peso corporeo (p. c.) da solugdo aquosa do ipé roxo. O
grupo controle negativo foi tratado com agua destilada estéril, enquanto que o
grupo controle positivo recebeu dose unica, via ip, de 4 mg/kg correspondendo
a 80% da DLso de mitomicina C (MMC).

Para a avaliagdo da antimutagenicidade, foi administrada as doses de
10, 20 e 30 mg/kg da solugdo aquosa do ipé€ roxo concomitantemente com
uma dose de 4 mg/kg de MMC. Decorrido um periodo de 24 horas, os animais

foram eutanasiados por deslocamento cervical.

Os fémures foram removidos e sua epifise proximal foi seccionada para
aspiracao da medula éssea hematopoiética com uso de soro bovino fetal.
Apos a homogeneizagao da medula no soro, o material foi centrifugado a 300 x
g por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e a preparagédo de laminas
foi realizada com o precipitado. Apos a secagem das laminas, estas foram
coradas em solugbes de Giemsa tamponada e depois foram analisadas
avaliando-se 1000 EPC e computados concomitante a frequéncia dos ENC em
duas laminas para cada animal e sendo estas examinadas em objetivas de
imerséo (RIBEIRO, 2003).

O teste do micronucleo (MN) € o ensaio, in vivo, mais amplamente
utiizado para a deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos) e aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacao
cromossbmica anormal), sendo internacionalmente aceito como parte da
bateria de testes recomendada para a avaliagdo do potencial mutagénico e
para o registro de novos produtos quimicos que entram anualmente no
mercado mundial. Este teste foi desenvolvido em eritrécitos de medula éssea
de camundongos (SCHIMID, 1971). A presenca de MN (Figura 8) é analisada

em eritrocitos policromaticos (EPC) de medula éssea de camundongos, mas
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pode, também, ser analisada em eritrocitos normocromaticos (ENC), (HEDDLE,
1973).

Microntcleo

aallie -

Figura 8. Micronucleo presente em eritrocito policromatico
Fonte: Adaptado de CORREA et al (2009).

4.6 Analise de Dados

Para analisar as atividades mutagénicas e antimutagénica da solugao
aquosa do ipé roxo foi realizada a comparacao das frequéncias dos resultados
obtidos dos grupos tratados com os grupos de controle positivos pelo teste de
analise de variancia (ANOVA). Esses resultados também foram comparados ao

grupo de controle negativo pelo mesmo teste.

O valor de P foi considerado significativo quando menor que 0,05
(p<0.05). Para avaliacdo de efeito citotdxico, foi considerada a relacédo de
EPC/ENC da solucdo aquosa do ipé roxo em diferentes concentracbes e

comparado aos controles positivos pelo teste ANOVA.

Na analise da atividade angiogénica da solugdo aquosa do ipé roxo,
utilizou-se o teste analise de variancia (ANOVA). Os valores de p< 0,05 foram

estatisticamente considerados significativos nos grupos comparados.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao da atividade angiogénica na MCA

Os resultados obtidos a partir da analise da rede vascular neoformada
nas MCAs tratadas com as substancias teste e controle, foram analisados pelo
meétodo de calculo das areas percentuais e comparagao das redes vasculares

dos controles e do teste.

Na tabela 1 verifica-se que o percentual médio da rede vascular de
amostras de MCA tratadas com o controle positivo, foi de 49,9% e as
membranas tratadas com o ipé roxo (10 mg/ml), apresentaram meédia de
45,5%. Estes dados demostram que o ipé roxo promoveu um aumento na area
vascular das MCAs, no entanto, o aumento obtido ndo apresenta diferenca

significativa (p>0,05) quando comparado o controle positivo.

Por outro lado, é verificado que a vascularizagdo média obtida em
amostras tratadas com ipé roxo apresentou diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo ao percentual obtido em membranas dos controles neutro (31,4%) e
inibidor (11,7%). Quando comparados os controles positivo e neutro, foi
detectada diferenga estatistica significativa (p<0,05). Também, as MCAs
tratadas com o controle inibidor apresentaram significativa reducdo da

vascularizagdo (p < 0,05) em relagédo aos controles neutro e positivo.
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Tabela 1. Percentagem da vascularizagdo da membrana corio-alantoide (MCA), com
meédia e desvio padrao dos controles e do tratamento com a solugao aquosa do Ipé
Roxo na concentracdo de 10 mg/ml.

Teste (Ipé R
0 Con_tr_ole Controle Neutro Controle negativo este (pé Roxo
N positivo 10 mg/ml)
(Regederm) (H20) (Dexametazona)

1 51,2 30,1 10,1 44 .4
2 48,7 34,6 15,3 48,6
3 56,3 33,6 14,8 39,9
4 48,4 38,5 15,8 40,1
5 52,9 25,8 12,4 52,5
6 53,7 33,1 11,9 41,2
7 449 28,7 10,8 47,3
8 43,4 26,5 9,5 48,6
9 50,7 29,9 10,5 40,8
10 55,2 31,3 12,9 46,5
11 51,7 31,2 9,2 48,1
12 49,2 29,3 10,4 52,5
13 45,4 33,4 11,3 42,7
14 45,8 32,8 9,5 494
15 50,6 31,6 10,6 40,3
Média 49,9 31,4 11,7 45,5
D. Padrao 3,8 3,2 2,2 45

Na Figura 9, é possivel observar a rede vascular dos controles e teste. A
solucdo aquosa do ipé roxo, concentracdo de 10 mg/ml, apresentou um
aumento significativo na neoformacdo vascular, indicando atividade

angiogénica.
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Figura 9. Visdo da rede vascular formada nas MCAs de ovos
embrionados de galinha apo6s tratamento com a solugéo aquosa

de ipé roxo e os controles.
A — Controle neutro; B - Controle inibidor; C — Controle indutor; D — Teste
(solugéo aquosa do ipé roxo).

Os dados apresentados na Figura 10 evidenciam as diferengas
significativas detectadas na comparagcdo entre o percentual médio de
vascularizacao, obtido em MCAs tratadas com a solugdo aquosa do ipé roxo e

os controles positivo, neutro e inibidor.

A média percentual de vascularizagdo, observada nas MCAs tratadas
com o controle positivo, foi superior a 40%. Em amostras que receberam o
controle neutro, o valor inferior a 40%. Com o uso do controle inibidor, o
percentual médio foi menor que 20%, e com a solugdo aquosa do ipé roxo, o

valor médio da vascularizagéo obtida nas amostras também foi superior a 40%.
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Figura 10. Comparagéao entre o percentual médio de vascularizagdo obtido em MCAs
tratadas com solucao aquosa de ipé roxo e controles.

70,0 60,0
60,0 50,0
50,0 -
C 40,0
40,0
1] 30,0
30,0 ==
20,0
20,0
C [ ]
10,0 = 10.0
0,0 ) 0,0
Regederm Agua Dexa Ipé Roxo

Deste modo, verificou-se que o ipé roxo apresentou um aumento
significativo na formacao da rede vascular de MCAs, evidenciado assim, que

esta substancia apresenta atividade angiogénica.

5.2 Avaliagao da atividade mutagénica

Na avaliagdo da atividade mutagénica da solugdo aquosa do ipé roxo,
utilizou-se o teste de micronucleo na medula 6ssea hematopoiética de
camundongos. Os resultados da frequéncia de Eritrocitos Policromaticos
Micronucleados (MNEPC), média, desvio padrdo e a relagcdo EPC/ENC

detectados neste ensaio, estdo dispostos nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

Na tabela 2 verifica-se que a aplicacdo das concentragdes de 10, 20 e
30 mg/kg p. c. da solugdo aquosa do ipé roxo, apresentou um reduzido niumero
de MNs, sendo o menor valor (1,6) encontrado no grupo tratado com a dose de
20 mg. No entanto, na comparagdo entre estes trés grupos, verificou-se que
nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os numeros de MNs

encontrados, além disso, a relagcdo EPC/ENC destes grupos foi semelhante.
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O numero de MN em EPC nas amostras dos grupos que receberam as
trés doses da solugdo aquosa do ipé roxo, nao apresentou diferenca
significativa (p>0,05) em relagcdo a média de MNs detectados no grupo controle
negativo a qual foi de 1,2. No entanto, em relagdo ao grupo controle positivo as
diferengas foram significativas (p <0,05). O valor médio de MNs contabilizados
a cada 1000 EPC no grupo controle positivo foi de 15,4 e a média nos trés

grupos tratados com a solugao do ipé roxo foi de 2,5 1,6 e 2,6 respectivamente.

Também, comparando-se 0s grupos controle positivo e negativo,
verificou-se que houve diferengas significativas, uma vez a média de MNs
detectada no grupo controle positivo foi de 15,4 e 1,2 para o negativo. Além
disso, comparando-se a relagcdo EPC/ENC destes dois grupos, a qual foi de
0,85 para o controle negativo e 0,41 para o positivo, foram observadas

diferencgas significativas (p< 0,05).

Tabela 2. Frequéncia de MNEPC e relagao entre EPC/ENC apds 24 horas do tratamento
com diferentes concentragdes da solugao aquosa do ipé-roxo e controles

MNEPC
Dados Média * Valor de
Doses N'de | dividuais MN % Pnodesvio — Relagao
animais "ACHaS Y °  padrao MN/1000 EPC/ENC
EPC

Solugdo do Ipé-Roxo| g 32323 025 25+05° 0,81
10 mg/kg
Solugao do Ipe-Roxo| g 22112 0,16 16+0,5° 0,80
20 mg/kg
Solugao do Ipé-Roxo| 4 1-2-2-1-2 0,26 26+0,5° 0,81
30 mg/kg
Controle negativo - - 5 2-0-2-1-1 0,12 1240,7° 0,85
agua destilada estéril
Controle positivo - b
Momomae 4ma/kg 5 15-19-14-13-16 1,54 154 +2,3 0,41

2p>0,05; °"P<0,05. Todos os resultados (teste e controle positivo) foram comparados com o
grupo controle negativo. * Controle negativo: agua destilada estéril.
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Para avaliagéo da possivel atividade antimutagénica da solugdo aquosa
do ipé roxo, foi empregado o tratamento simultaneo de trés diferentes doses
desta substancia com o controle positivo. Na tabela 3, comparando-se a
frequéncia de MNEPC detectada no controle negativo com os valores
presentes nos grupos tratados com as trés doses do ipé€ roxo concomitante a

MMC (4 mg/kg p.c.), observa-se que houve diferenca (p<0,05).

As frequéncias de MNEPC para as solugdes do ipé roxo mais 4 mg/kg
de MMC nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) em relagdo ao
controle positivo. A média de MNs detectada nos grupos tratados com as
solugdes de 10, 20 e 30 mg do ipé roxo junto a MMC foram de 15,4 13,4 e 14,6
respectivamente, e o valor detectado no controle positivo foi de 15,4. Portanto,
os dados sugerem que a diferentes doses da solugdo aquosa do ipé roxo
empregadas neste estudo, ndo apresenta atividade redutora de
mutagenicidade provocada pela MMC, uma vez que, a frequéncia de MNs em
EPC e ENC encontrados nas amostras dos grupos Teste e MMC foram

semelhantes.

Tabela 3. Frequéncia de MNEPC e relagao entre EPC/ENC apds tratamento simultaneo
com MMC e solucao de Ipé-Roxo e controles

MNEPC
Dados Média + Valor
Doses N'de \dividuais MN % dePno  Relagao
animais " 1 00EpC desvio padrao EPC/ENC
MN/1000 EPC
Solugao do Ipé-Roxo 10
mg/kg + Mitomicina C 5 10NN qss 4544230 0,34
4mg/kg
Solucao do Ipé-Roxo 20
mg/kg + Mitomicina C 5 1016951 434 134122° 0,32
4mg/kg
Solugao do Ipé-Roxo 30
mg/kg + Mitomicina C 5 I g4 14px21° 0,48
4mg/kg
Controle negativo - agua | - g 20211 012  12£07° 0,85
destilada estéril
Controle positivo - 15-19-14-13- a
Mitomicina-C 4mg/kg 5 16 1,36 15,4+ 3,6 041

2p>0,05; °"P<0,05. Todos os resultados (testes e controle negativo) foram comparados com o
grupo controle positivo.
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6. DISCUSSAO

6.1 Angiogénese pelo ensaio da MCA

Através dos resultados obtidos no teste da angiogénese em MCA de
ovos embrionados, verificou-se que a solugdo aquosa do ipé roxo na
concentragdo de 10mg/ml, promoveu atividade angiogénica. Os resultados
demostraram que a média percentual de vascularizagao obtida em membranas
tratadas com esta substancia, foi significantemente maior em relacédo aos
valores detectados nos controles neutro e inibidor. Estes resultados
apresentam um ineditismo na literatura uma vez que, ndo foram detectados
estudos relativos a potencial atividade angiogénica da solugdo aquosa do ipé

roxo pelo ensaio da MCA.

Através da utilizagdo do ensaio da angiogénese na MCA de ovos
embrionados, foi detectado que outras espécies vegetais podem promover o
efeito angiogénico. Importantes exemplos sdo o latex das espécies Hancornia
speciosa, Euphorbia trucalli e Hevea brasiliensis, e o extrato etandlico das
flores da Calendula officinalis (MAGNO et al., 2008; PARENTE, 2009; BESSA,
2010; MELO-REIS et al., 2010).

Considerando que o processo cicatricial esta relacionado a atividade
angiogénica, alguns estudos apontam que o extrato do ipé roxo apresenta
importante contribuicio em processos de reparo tecidual. Coelho e
colaboradores verificaram que o extrato do ipé roxo € capaz de promover
completa epitelizacdo em feridas cutdneas de camundongos em 14 dias
(BALBINO et al., 2005; COELHO et al., 2010). Neste sentido, o efeito
angiogénico da solugdo aquosa do ipé roxo detectado no presente estudo,
firma os resultados de pesquisas da investigagdo do potencial cicatrizante

desta planta.

Os dados verificados neste estudo podem sugerir que o aumento da
rede vascular das MCAs tratadas com a solugdo aquosa do ipé roxo se deve a

seus compostos. Estudos apontam que a casca deste vegetal apresenta
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componentes como as furano-naftoquinonas, quinonas, naftoquinonas, acido
benzdéico, derivados de benzaldeido, dialdeidos, ciclopenteno e flavonoides
(PARK et al., 2003). A literatura relata que alguns flavonoides, como os da
Camellia sinensis, apresentam atividade cicatrizante em lesbes induzidas
cirurgicamente em camundongos. Também as naftoquinonas Lapachol e
Lapachona sdo consideradas importantes compostos de acao cicatricial
(VIEIRA et al.,, 2008; BUSTAMANTE et al., 2014). Estes dados relativos a
composicao fotoquimica da casca do ipé roxo somado as atividades cicatriciais
promovidas por tais compostos, e os resultados detectados neste estudo
inferem que a solugao aquosa da casca do ipé roxo, apresenta compostos que

promovem o aumento vascular na MCA de ovos embrionados.

6.2 Mutagenicidade e Antimutagenicidade pelo teste do micronucleo

Neste estudo, os resultados pelo teste do MN demostraram que as
diferentes doses da solugdo aquosa do ipé roxo nao apresentaram efeito
mutagénico na medula 6ssea de camundongos, uma vez que o valores meédios
de MN em EPC encontrados nos grupos que receberam estas doses, foram
semelhantes ao controle negativo. Além disso, na comparagao da frequéncia
de EPC e ENC, nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos
tratados com as diferentes concentracbes da solugdo aquosa e o controle

negativo, evidenciando assim, a auséncia de citotoxicidade.

Do mesmo modo, todos os grupos de animais que receberam o
tratamento simultdneo da solugéo aquosa junto a MMC, apresentaram valores
de MN em EPC muito proximos em comparagao aos dados observados no
grupo de animais tratado apenas com a MMC. Portanto, a auséncia de
antimutagenicidade foi verificada neste estudo. Estes resultados estdo em
conformidade com os dados de Lourenco e colaboradores. Em sua pesquisa
utilizando diferentes concentra¢des do extrato da flores do ipé roxo, pelo ensaio
do micronucleo, ndo foram detectadas as atividades mutagénica e

antimutagénica na medula 6ssea de camundongos (LOURENCO et al., 2010).
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Em geral, os compostos antimutagénicos possuem atividade
antioxidante e atuam sequestrando os radicais livres de oxigénio quando
administrados como pré-tratamento ou em simultaneidade com algum agente
que induz as mutagdes no DNA (STURBELLE et al.,, 2008). Estudos indicam
que a nafatoquinona Lapachol presente na casca do deste vegetal é capaz de
inibirem a oxidacdo e a fosforilagdo mitocondrial, assim como a oxidase
succinica (ARAUJO et al.,, 2002). Contudo, a maior parte dos modelos para
estudos de atividade antitumoral utiliza culturas primarias de células tumorais
humanas. Segundo Eyong et al (2008) esta acdo nem sempre pode ser
extrapolada para as condigbes in vivo, em virtude da toxicidade gerada pelas
drogas anticancerigenas, como a MMC. A atividade anticancer do lapachol foi
detectada pelo CCNS (Cancer Chemotherapy National Service, dos Estados
Unidos da América do Norte) em 1962 e desde esta descoberta, este composto

tem sido utilizado em varios modelos experimentais de neoplasias.

Considerando que no presente estudo ndo foi verificada as acgdes
mutagénica e antimutagénica da solugdo aquosa do ipé roxo, € importante
ressaltar que a interacdo entre os compostos ou mesmo as condi¢des
empregadas neste trabalho, podem ter ocasionado a auséncia destas agdes. A
variedade dos constituintes presentes na casca do ipé roxo e a resposta final
para a atividade biologica esta sujeita ao resultado dos efeitos sinérgicos,
adversos além de outras atividades interativas entre os compostos
biologicamente ativos (LOURENCO et al., 2010). Ainda, diversos quimicos,
como os flavonoides, podem apresentar efeitos mutagénicos ou
antimutagénicos dependendo das condigdes avaliadas (SANTOS &
SALANTINO, 2000; LABIENIEC et al., 2003; ZEIGER, 2003).

Considerando a deteccao de atividade angiogénica da solugdo aquosa
do ipé roxo, este estudo complementa as pesquisas de avaliacdo de atividade
cicatricial deste vegetal, além de demonstrar a necessidade da condugéo de
novos estudos que melhor esclarecam sua atuacdo na atividade
antimutagénica em ensaios in vivo, uma vez que esta planta possui importantes
constituintes de efeito antitumoral. Além disso, a condug¢ado de novos estudos
baseados nas caracteristicas verificadas neste estudo pode tornar viavel o uso

da solugdo aquosa do ipé roxo na producdo de novos farmacos com
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peculiaridades diferentes daqueles disponibilizados atualmente no mercado

farmacéutico.
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7. CONCLUSOES

o A solucdo aquosa do Ipé roxo apresentou atividade angiogénica na
MCA,;
o N&o apresentou as atividades mutagénica e antimutagénica nas

dosagens testadas pelo ensaio do micronucleo.
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