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RESUMO

O barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) é uma planta medicinal, rica em
taninos, encontrada no cerrado,a qual possui atividade anti-inflamatoria, analgésica
e uma atividade protetora da mucosa gastrica. Neste trabalho foram avaliadas as
atividades angiogénica e antiangiogénica, genotdxica e antigenotoxica da solucao
aguosa da casca do Barbatimdo.Dados dos estudos recentes da angiogénise
utilizando a MCA de ovo de galinha para o barbatimdo nédo foram encontrados na
literatura.As cascas de barbatimdo para o preparo da SAB(Solugcdo aquosa de
barbatimdo) foram adquiridas na cidade de Goiania. Foram utilizadas 30 gramas de
cascas trituradas para um litro de 4gua. As atividades angiogénica e antiangiogénica
foram avaliadas pelo método experimental da membrana corioalantoide (MCA) e
como controle positivo foi utilizado o produto Regederm, que apresenta atividade
angiogénica conhecida. A atividade genotoxica foi avaliada a partir da solucdo
aquosa do barbatimao utilizando como modelo experimental o teste do microndcleo
em medula 6ssea de camundongos, sendo que a atividade antigenotoxica foi
avaliada pelo tratamento simultdneo da SAB e do composto sabidamente genotoxico
Mitomicina C (MMC). A SAB pelos testes apresentados foi considerada angiogénica,
genotoxica e ndo possui caracteristicas antigenotdxicas na concentragdo testada
comparada com os controles. A SAB apresentou uma elevada vascularizacdo na
MCA (50.4%) quando comparada com o controle positivo(52,9%). A dose da
solucdo da casca de barbatimdo (30 mg.ml™?) analisada apresentou diferenca
(p<0,05) na frequéncia de EPCMN em relagdo ao grupo controle
negativo.Comparando a frequéncia de EPCMN da dose do tratamento de
SAB+MMC simultaneo com o controle positivo, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05).

Os resultados foram promissores, cooperando com pesquisas futuras para
desenvolvimento de novos medicamentos.Percebe-se que o barbatimdo apresenta
principios ativos promissores para o desenvolvimento de novos medicamentos
fitoterapicos, para isso tornam-se necessarios mais estudos e pesquisas para
seguranca do consumidor final.

Palavras chave:Angiogénese, barbatiméo,genotoxicidade, planta medicinal.



ABSTRACT

The barbatim&o (Stryphnodendron adstringens) is a medicinal plant, rich in tannins,
found in the cerrado, which has anti-inflammatory, analgesic activity and a protective
activity of gastric mucosa. In this work we evaluated the angiogenic activity and result
from antiangiogenic, genotoxic and non-genotoxic of the barbatimdo bark agueous
solution. Data from recent studies of the angiogénise using the CAM of hen's egg to
the barbatimdo were not found in the literature. The barbatimdo shells for the
preparation of ASB (aqueous solution of barbatim&o) were acquired in the city of
Goiania. Were used 30 grams of crushed shells to one litre of water. Angiogenic
activities and result from antiangiogenic were evaluated by the experimental method
of the corioalantoide membrane (CAM) and as positive control was used the
Regederm product, which features angiogenic activity known. Genotoxic activity was
evaluated from the barbatimdo from aqueous solution using experimental model the
micronucleus test in bone marrow of mice, and non-genotoxic activity was evaluated
by the simultaneous treatment of the ASB and the compound known to be genotoxic
Mitomycin C (MMC). The presented ASB tests, was considered genotoxic,
angiogenic and features not non-genotoxic on concentration tested compared with
the controls. The ASB presented a high vascularization in MCA (50.4) compared with
the positive control (52.9). The dose of the barbatim&o's peel solution (30 mg.ml -1)
analyzed presented difference (p<0,05) at the EPCMN frequency relative to the
negative control group.Comparing the frequency of dose EPCMN SABMMC
concurrent treatment with the positive control, there was no significant difference
(p>0,05).

The results were promising, cooperating with future research for developing new
medicines. It is noticed that the genus presents promising active principles for the
development of new herbal medicines, that becomes necessary more studies and
research for consumer safety.

Key words: Angiogenesis, barbatimao, genotoxicity, medicinal plant.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, os primeiros relatos sobre o uso de fitoterapicos estdo ligados a
cultura indigena(MARTIUS,1844).

Em paises com rica biodiversidade e conhecimentos tradicionais, como é o
caso do Brasil, ha grande utilizacdo de plantas medicinais pelos nativos.O Ministério
do Ambiente estima que populacfes indigenas brasileiras dominem o uso de 1300
plantas medicinais (SILVEIRA,2003).

A biodiversidade brasileira & considerada a maior do mundo, adicionada a
diversidade étnica e cultural detém um grandioso conhecimento associado a plantas
medicinais, devido a suas varias vantagens (MINISTERIO DA SAUDE2006).

Cerca de 1/3 da populacdo mundial faz o uso de plantas medicinais em
tratamentos, por varios aspectos que as tornam desejaveis como: baixo valor
comparado aos farmacos, baixo risco, reprodutibilidade e constancia de seus efeitos.
Essas vém sendo de maneira expressiva usadas na assisténcia primaria,
conseguindo 6timos resultados em varios paises do novo e antigo Continentes,
devido a presenca de substancias que auxiliam em tratamento preventivo e curativo,
tais como: taninos, alcaloides, compostos fendlicos, O6leos essenciais e
vitaminas(VIEIRA et al., 2007).

Nos dias atuais plantasmedicinais movem altos valores financeiros no mundo
todo, representando um tratamento acessivel para aproximadamente 80% da
populacédo, principalmente nos paises em desenvolvimento. Os métodos de eficacia
e seguranca de plantas medicinais estdo relacionados a qualidade: serem
corretamente identificadas, cultivadas e coletadas, estarem livres de material
estranho, contaminacdo organica/microbiana, partes de outra planta
(MOREIRA,2010).

O poder de aliviar e curar enfermidades na populacdo também é dado as
plantas medicinais, que tém o0 seu uso preventivo e também o0 uso no combate a
enfermidades ja instaladas. E necessario saber a verdadeira procedéncia da planta,
como fazer a colheita e, principalmente, como prepara-la. Isso, devido a efeitos
adversos e até mesmo toxicos, que podem ocasionar quando preparamos sem

saber a medida exata do extrato com seu diluente.No Brasil os medicamentos
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fitoterdpicos industrializados devem ser registrados na ANVISA, antes de serem
comercializados(FITOTERAPICOS, Vigilancia Sanitaria).

Desde tempos remotos o uso de plantas medicinais foi um dos principais
recursos com fins terapéuticos para tratamento na area de saude dos povose, com
avancos no ambito das ciéncias da saude, novas maneiras de cura surgiram. O uso
de medicamentos industrializados foi introduzido no cotidiano das pessoas
modernas. Desde entdo, o uso de medicamentos alopaticos cresceu em todo o
planeta(BADKE,2011).

Uma grande quantidade de plantas com poder medicinal € empregada no
tratamento de diferentes enfermidades. Entre as varias plantas com poder
terapéutico o barbatimdo ocupa uma posicdo de destaque, como o efeito de
cicatrizacdo em ferida cutdneas. A principal matéria prima para formulacéo
dofitoteripico é a casca, sendo que existem varias testes descritos na literatura
como na apresentacdo farmacolégica de extratos fluidos (EURIDES et al., 1996;
SILVA et al., 2009; BARROSO et al., 2010), cremes (COELHO et al., 2010; LIMA,
2010) e pomadas (HERNANDES et al., 2010).

Estudos etnobotanicos sobre sua historia terapéutica apontam que o
barbatimdo foi inserido na lista da Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS) junto as espécies vegetais com potencial medicinal de
interesse ao (SUS, 2014).

Nos meados dos anos 80 o interesse pelos vegetais aumentou
consideravelmente, principalmente devido aos avangos tecnoldgicos, que permitiram
o desenvolvimento de métodos com a finalidade de isolar substancias ativas a partir
de recursos naturais (RATES, 2001).

J& se conhece na literatura que produtos de origem vegetal apresentam
substéancias indutoras de angiogénese (WANG et al., 2004). Com a alta tecnologiaja
€ possivel observar a existéncia de inUmeros biomateriais com a capacidade de
promover a angiogénise. Entre estes, podemos citar cremes que induzem a
cicatrizacéo de feridas, como exemplo: a Regederm® (PELE NOVA, 2014).

A angiogénese é o0 processo pelo qual novos vasos sanguineos sao
formados por brotamento, a partir de pequenos vasos pré-existentes em adultos ou
em tecidos embrionarios, ou por diviséo intravascular (intussuscepcao). Processo de

orgao especifico que depende do estagio da microvasculatura local (RISAU, 1997).
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Alguns fatores pro e anti-angiogénicos tém a funcdo de regular a formacao de
Novos vasos sanguineos, isso ocorre tanto em processos fisiolégicos como
patologicos(ZHANG et al., 2011).

A angiogénise patologica tem como uma das principais caracteristicas a
neovascularizagdo maléfica (como no caso das retinopatias proliferativas) ou
excessiva (como nos tumores), entretanto, a angiogénise fisiologica tem sua
formacdo durante a embriogénese, ciclo reprodutivo da mulher e crescimento dos
tecidos dentre outros(FOLKMAN, 1987).

As vénulas terminais e os capilares venososapresentam pequeno calibre com
células endoteliais sobre a lamina basal abrigadas por pericitos e células musculares
lisas. A quebra das ligacbes entre células desta camada corresponde a um dos
primeiros processos regulatorios da resposta angiogénica. As células endoteliais
ativadas produzem enzimas proteoliticas que gera um processo que expressa
moléculas de adesé&o na superficie celular(HELLSTON,2001).

Dentre os diversos testes de curta duragcdo existente, destaca-se o Teste de
Micronucleo em roedores, realizado no presente estudo. A formacdo do microndcleo
resulta de uma lise na molécula de DNA, ap6s a acdo de carcin6genos quando as
células da camada basal estdo em divisdo (STICH,1983;1984).

Os estudos que avaliam as atividades genotdxica e antigenotoxica da maioria
dos vegetais e de seus compostos bioativos isolados ainda sdo considerados abaixo
do necessario. J& se percebe uma variedade de testes in vivo e in vitro que detectam
compostos genotéxicos e identificam substancias de risco a saude humana. Estes
mesmos testes sdo usados para detectar agentes antigenotéxicos e contribuir para a
reducdo das alteracdes gendmicas que possivelmente induzem ao aparecimento de
doencas (AMES, 1993; SILVEIRA et al., 2008).

Os MNs(micronucleos) sao constituidos de fragmentos de crométides ou
cromossomos acéntricos ou aberrantes, que ndo foram anexados no nucleo principal
apos a conclusao da mitose(BELIEN, 1995; BENNER, 1994).

O teste de micronucleo é amplamente utilizado para a procura de danos
genotoxicos em populacdes expostas a substancias mutagénicas e carginogénicas.
A quantidade de MNs constatada em um determinado momento pode ser
considerada como resposta notéria entre a atividade genotéxica e a eficiéncia do

mecanismo fisioldgico de defesa do organismo teste(MERSCH et al., 1996).
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Devido a utilizacdo do extrato do barbatimdo pela populacdo e também a
presenca das atividades farmacoldgicas e bioldgicas descritas na literatura (SILVA et
al., 2010), os principais objetivos para a realizacdo deste trabalho,foi avaliar os
efeitos da solucdo aquosa de barbatimdoem ovos embrionados de galinha e
camundongos, observando possiveis atividades angiogénica/antiangiogénica,

genotoxica e antigenotoxica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo utilizadas na preparacdo de remédios. Folhas de
cha e varias espécies cultivadas por empresas farmacéuticas, para a producédo de
medicamentos industrializados, sao classificadas como plantas medicinais. Apenas
passando por rigorosos estudos cientificos é possivel afirmar ou ndo as acdes
medicamentosas de uma planta, transformando-a em medicamentos eficaz e
seguro. Os ‘“principios ativos” ou fitofarmacos sdo agBesfarmacoldgicas de plantas
medicinais causadas pela presenca de substancias quimicas. Sao exemplos de
fitofarmacos: a digoxina, obtida das folhas da dedaleira (Digitalis lanata, Familia
Escrofulariaceae), sendo estd usada no tratamento de insuficiéncia cardiaca; o
flavonoide quercetina, usado no tratamento de varizes e hemorroidas; isolado da
faveira (Dimorphandra sp., Fabaceae), planta nativa do cerrado brasileiro. Os
fitoterapicos sdo medicamentos preparados a partir de plantas medicinais que
geralmente apresenta 0 custo mais barato, nesses o principio ativo encontra-se
agregado a outras substancias da propria planta, sob a forma de extrato. No Brasil a
Organizacdo Mundial da Saude incentiva o desenvolvimento desses produtos devido
ao custo alto desses medicamentos, sendo o pais rico em biodiversidade
(SOARES,2011).

As substancias ativas das plantas medicinais sao classificadas como:
produtos de metabolismo primario (essencialmente sacarideos) se formam em todas
as plantas verdes, devido a fotossintese; metabolismo secundario ocorre a
assimilacao do azoto (nitrogénio aminico). De contrapartida esses produtos parecem
ser indteis a planta, mas as suas propriedades terapéuticas sao notaveis (ROCHA,
1998).

Plantas venenosas ou toxicas possuem principios ativos 0s quais provocam
intoxicacbes nos seres humanos ou em animais. A diferenca entre plantas
medicinais e plantas toxicas esta nos seus efeitos causados no organismo atraves
de seus principios ativos. Os principios ativos sdo extraidos dos 6rgéos das plantas
medicinais por métodos indicados pela farmacologia, usando esses no preparo de

remédios vegetais ou fitoterapicos (ACCORSI, 1994).
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A natureza quimica da drogaé definida pela proporcdo de substancias
referentesaos seguintes grupos principais (Quadro [): alcaldides, glucosideos,
saponinas, principios amargos, taninos, substancias aromaticas, 0leos essenciais e
terpenos, Oleos gordos, glucoquininas, mucilagens vegetais, hormonas e anti-
sépticos vegetais (ROCHA 1998).

A caracteristica terapéutica predominante para que o barbatimdo apresente
propriedades medicinais é atribuida principalmente ao grupo dos taninos (LIMA,
2010).

Quadro I: Propriedades medicinais dos taninos e outros

ALCALOIDES QAfuam no sistema nervoso central (calmante, sedativoestimulante, anestésico,
analgésicos). Alguns podem ser cancerigenos e outros anfitumorais. Ex. Cafeina do café
e guarana, teobromina do cacau, pilocarpma do jaborand, ete.

MUCILAGENS [ Crcatrizante, antnflamatorio, laxativo, expectorante e antiespasmodico.Ex.: babosa e
confrer.

FLAVONOIDES] Antinflamatério, fortalece os vasos capilares, antiesclerdtico, anti-dematoso, dilatador de
COTONATIAS, espasmn]iticoJ antithepatotoxico, colerético e antimicrobiano. Ex - rutina (em
arruda e favela).

TANINOS Adistringentes e antunicrobianos (antidiarréico). Precipitam proteinas. Ex.: barbatumao e
poiabelra.
OLEOS Bactericida, antivirotico, cicatrizante, analgésico, relaxante, expectorante e

ESSENCIAIS antiespasmodico. Ex.: mentol nas hortelds, timol no tomilho e alecrim pimenta, ascaridol

na erva-de-santa-maria_etc.
Fonte: (BARRACA, 1999) apud ( MARTINS, 1995).

2.1.1Taninos

Os taninos sdo substancias de composicdo quimica variavel com a
propriedade de coagular as albuminas, os metais pesados e os alcaloides. Possui
uma natureza adstringente, tem o poder de coagular as albuminas das mucosas e
dos tecidos, formando assim uma camada de coagulacdo nas albuminas das
mucosas e dos tecidos e uma camada de coagulacdo protetora e isoladora, cujo
poder é reduzir a dor e a irritabilidade, bloqueando pequenas hemorragias.

Preparacdes a base de taninos na maioria das vezes sdo usadas:
externamente contra as inflama¢Bes da cavidade bucal; inflamacdes dérmicas;
catarros; transpiracdo excessiva; bronquite; hemorroidas locais; hemorragias locais;

feridas; queimaduras; frieiras.Para o uso interno sdo usadas em casos de catarro
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intestinal; diarreia; afec¢cbes da vesicula, assim como antidoto nos envenenamentos
por alcaloides vegetais (ROCHA, 1998).
Este trabalho visa contribuir como base de pesquisas futuras sobre: as

propriedades medicinais do barbatimao.

2.2 Cerrado

Com perdas da cobertura vegetal o cerrado se torna um dos biomas
brasileiros mais ameacgados (Tabela 1). Os fatores de riscos: as queimadas, 0s
incéndios, os desmatamentos, provocam alteragdo na paisagem, transformando
totalmente o cerrado, promovendo a destruicdo de habitats, a extincdo das espécies,
a invasdo de espécies exoticas, a poluicdo dos aquiferos.O desmatamento das
cabeceiras dos rios gerando assoreamento dos rios, dentre outros prejuizos. A
chegada da agricultura mecanizada e o plantio direto, emcurso h& quatro décadas
na regido, levou a perda da metade da area original nativa. Isso, devido ao cultivo
das terras com técnicas modernas como: correcdo do pH com calcario,
envenenamento de nascentes com uso descontrolado de venenos e outras. Com a
entrada dos transgénicos isso aumentou mais ainda. A velocidade do desmatamento

ocorrido é maior do que a propria Mata Atlantica e a Amazonia(PPCERRADO,
2009).

Tabela 1. Situacdo de desmatamento no cerrado, por estado, no periodo de
2002 a 2008.

UF Area de Cerrado Areadesmatada  Area desmatada
(Km? 2002-2008(Km?) 2002-2008(%)
Maranhéo 212.092 22.739 11
Bahia 151.348 14.596 10
Mato Grosso 358.837 21.556 6
Minas Gerais 333.710 20.042 6
Piaui 93.424 5.438 6
Tocantins 252.799 14.076 6
Mato Grosso do Sul 216.015 11.663 5
Goias 329.595 15.967 5
Parana 3.742 75 2
Rondénia 452 8 2
Sao Paulo 81.137 1.326 2
Distrito Federal 5.802 78 1

Fonte:Segundo os Mapas dos Biomas Brasileiros do IBGE.
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O cerrado brasileiro (figura 1) ocupa aproximadamente 24% do nosso
territério, sendo isso expresso em: 2.036.448 km?. A area de maior significancia
abrange o Distrito Federal e dez estados: Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Tocantins, Maranh&o, Bahia, Piaui, Minas Gerais, Sado Paulo e Parana. O cerrado
abrange lugares mais distantes e isolados em quase todo o pais. Lugares
importantes como: Campos de Humaita de Campos do Puciari(Amazonas), Serra
dos Pacaas Novos (Rondobnia), Serra do Cachimbo (Para) e Chapada
Diamantina(Bahia),(PPCERRADO, 2009).

~Bioma Cerrado
Localizacgao

LEGENDA
Limite Internacional

Lirnite Estadual

.- N .
y " Bioma Cerrado
= S

Figural: |str|bU|c;ao do Bioma Cerrado na América do Sul.
Fonte: Ministério do Meio Ambiente, Plano de Acao para Prevencéo e Controle do Desmatamento e
das Queimadas no Cerrado — (PPCERRADO, 2009).

A grande diversidade biética do Cerrado € um consideravel reflexo da
variedade de solos eclimas associados (DIAS, 1996; COUTINHO, 1978).0Observam-
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se duas formagBes principais: as herbaceas e as arbdreas (RIZZINI, 1963,
COUTINHO, 1978), as quaisrespondem contrariamente a outros fatores climéticos
como vento e fogo. Emrelacdo a sua hidrografia, o Cerrado encontra-se recortado
pelas bacias do Amazonas,Tocantins, Parana, Paraguai, Sdo Francisco e Parnaiba.
Nascendo ainda no cerrado as nascentes das bacias Platina, Amazonica e
Franciscana (DIAS, 1996).

Encontra-se no cerrado elevada riqueza de espécies, com plantasherbaceas,
arbustivas, arblreas e cip0s, totalizando 11.627 espécies nativas sendo que
aproximadamente 44%, séo flora endémica(MENDONCA et al. 2008). Esta grandeza
de diversidades deve-se principalmente a alternancia de ambientes existentes,
varios tipos de solos, relevo e fito fisionomias. S&o descritos onze tipos principais de
vegetacao para o bioma Cerrado, enquadrados em formacdes florestais (Mata Ciliar,
Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo), savanicas (Cerrado sentido restrito,
Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda) e campestres (Campo sujo, Campo limpo e
Campo rupestre (RIBEIRO & WALTER, 2008).

Considerandotambém os subtipos neste sistema sdo reconhecidos 25 tipos
de vegetacdo(RIBEIRO & WALTER, 2008).

O barbatimdo é uma espécie muito comum do cerrado, sendo encontrado nas
comunidades rurais da regido norte do estado de Minas Gerais e, devido ao seu
valor medicinal, € muito utilizado nas empresas de reflorestamento em areas
degradadas. Com o barbatimao, varias pessoas nestas comunidades conseguem, a
partir dele, varios outros produtos fundamentais para sua subsisténcia, 0s quais sdo
comercializados e consumidos como fitoterapicos originados a partir de suas cascas
e sua madeira (LORENZI & MATOS, 2008).

Segundo Pereira (1992), varias plantas uteis do Cerrado fazem parte de
costumes regionais e tradicbes. Entre elas véarias séo utilizadas como produtos
industrializados. Entre varios grupos, o das plantas medicinais, calcula-se que
aproximadamente 100 espécies sdo empregadas na cura e prevencao de doengas.
Muitas plantas do Cerrado tem o valor terpéutico comprovado cientificamente. Entre
essas plantas, segundo Rizzini & Mors (1995), encontra-se o barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens).

Uma grande quantidade de espécies de animais habita a regido do cerrado,

aproximadamente 320.000 espécies. Uma posicado de destaque se da aos insetos,
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que tem cerca de 90.000 espécies. Isso representa 28% de toda biota do
Cerrado(PPCERRADO, 2009).

Das 12 regides hidrograficas brasileiras(cf. Resolugio CONAMA n°32/2003),
seis tém nascentes no Cerrado. Sao elas: a regiaohidrografica do Amazonas (rios
Xingu, Madeira), doTocantins/Araguaia, do Parnaiba, do Atlantico Norte Oriental (rio
Itapecuru), doS&o Francisco (rios S&o Francisco, Para, Paraopeba, das Velhas,
Jequitai,Paracatu, Urucuia, Carinhanha, Corrente e Grande), do Atlantico Leste
(riosPardo e Jequitinhonha), do Parana (rios Paranaiba, Grande, Sucuril, Verde
ePardo) e do Alto Paraguai (rios Cuiab4d, S&o Lourengco, Taquari e
Aquidauana)(PPCERRADO, 2009).

O Ministério do Meio Ambiente calcula através do Projeto Probio, projetando
imagens de satélite de 2002, que o desmatamento no cerrado foi de cerca de 80
milhdes de hectares (39%). Desse total desmatado (23,5% do bioma) estavam
ocupados por pastagens cultivadas principalmente destinada a criacdo de gado, e
21,56 milhdes de hectares (10,5% do bioma) por culturas agricolas como: soja,
milho, sorgo, feijdo, trigo, cana-de-acucar e outras. Calcula-se que estas
porcentagens tenham mudado, devido ao aumento do principalmente do preco da
soja em determinada épocas devido a quebra de safra nos EUA, aumentando assim
a area de cultura agricolas (SANO et al., 2007, 2008).

2.3 Barbatimao (Stryphnodendron adstringens).

Existem cinco espécies de barbatim&o, os quais estdo em todas regides do
pais, principalmente no Cerrado: Stryphnodendron adstringens, S. obovatum, S.
polyphyllum, S. coriaceum e S.rotundifolium (OCCHIONI, 1990).

Sua floracdo ocorre de setembro a novembro. Se frutifica entre os meses de
novembro a junho, os frutos sdo vagens cilindricas, indeiscentes, de 6-9 cm de
comprimento, com varias sementes de coloragédo verde, quando imaturos, e de cor
parda quando maduros (MEIRA, 2013).

Apesar de produzir muitas sementes, S0 poucas as sementes que
prosperam, podendo chegar a arvore adulta (figura 5).

As sementes (figura 4) da S. adstringens possuem dorméncia tegumentar,

umaestratégia as condicbes ambientais adversas, caracteristica muitocomum em
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plantas de Cerrado (FELFILI et al., 2002).Existemtécnicas para a superacdo da
dorméncia da S. adstringens como escarificacdomecanica, escarificacdo acida e
choques térmicos (MARTINS et al., 2008).

A espécie tem preferéncia por solos arenosos e de drenagem rapida,como 0s
das encostas suaves e topos de morros, tanto formacdes primarias como
secundérias. Esta entre as espécies mais citadas pelas comunidades do Cerrado
para tratamentos das enfermidades(LORENZI 1992, 2000; FELFILI & BORGES-
FILHO, 2004).

O comércio utilizando cascas de barbatimdo (figura 3) pelos agricultores é
fundamental para o acréscimo na renda mensal destas familias. Todavia, com a
exploracdo extrativista sem controle a extincdo da planta em algumas areas ja pode
ser observada(SOUZA & FELFILI, 2006). Isso prejudica os extrativistas tendo eles,

em alguns casos, que se deslocarem por distancias maiores para encontrarem a

planta, aumentando os custos, dificultando assim a aquisicdo da matéria-prima para
a prépria subsisténcia (GONCALVES et al., 2012).

O uso do barbatimdo (figura 2) na medicina popular mais comum pela

populacdo é o extrato da casca, sendo também usado, mas, em menor escala, o
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extrato da casca triturada. Tem ele um poder medicinal popular muito considerado
pelos nossos ancestrais para o tratamento de leucorreia, diarreia, hemorragia,
hemorroida, feridas, conjuntivite, inflamacéo da garganta, corrimento vaginal e Ulcera
gastrica(SILVA et al.,, 2010). Possui outras propriedades importantes como o0
curtimento da pele, na fabricacdo de tintas, na industria madeireira e como planta
ornamental (LIMA et al., 2010). Mas, entre os principais efeitos medicinais atribuidos
a essa planta destacam-se o seu poder cicatrizante (EURIDES et al., 1996; SILVA et
al., 2009; HERNANDES et al., 2010; LIMA, 2010).0 uso das folhas, cascas e raizes
para formulacdo de estratos € bastante conhecido na medicina popular(SILVA et al.,
2010).

A casca (figura 3) do tronco € a principal matéria-prima usada para o
desenvolvimento de produtos medicinais. No processo de cicatrizagdo cutanea, os
taninos que sao encontrados na composicdo do barbatim&do tém a capacidade de
formar pontes de hidrogénio ou ligacBes hidrofébicas duradouras com proteinas,
polissacarideos ou ambos. Com isso, ocorre a formacédo do complexo taninoproteina
ou tanino-polissacarideo, que por serem insollveis em agua formam uma camada
protetora, crosta, sobre a lesdo. Abaixo da camada o processo de cicatrizagao
ocorre naturalmente (HASLAM, 1996; LIMA et al., 2010).

Figura 3: Casca do tronco doBarbatimé (Stryphnodendron adstringens).
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Figura 5: Barbatiméo(Stryphnodendron adstringens). — Detalhes de uma arvore, tronco, galhos e
folhas.
Fonte: http://www.tuasaude.com/barbatimao


http://www.tuasaude.com/barbatimao
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2.4 Angiogénese e antiangiogénese.

Angiogénese € definido como a formacdo de novos vasos sanguineos por um
processo de germinacdo de brotos endoteliais a partir de vasos capilares
preexistentes (HANAHAN& FOLKMAN, 1996).

A angiogénese esta ligada a véarios processos fisiologicos como a
menstruacdo, ovulacdo, formacdo do corpo luteo, nidacdo, glandula mamaéaria
durante a lactacdo, morfogénese, cicatrizacdo de feridas. Quando praticamos
exercicios fisicos, o coracdo aumenta o fluxo sanguineo e contracdo, a angiogénise
repercute favoravelmente promovendo a ramificacdo vascular das coronérias,
melhorando ainda mais o fluxo sanguineo e a forca de contracdo. Esta presente
também nos processos patolégicos como artropatias crénicas, inflamacao cronica,
psoriase, retinopatia diabética, degeneracdo macular, angiofiboroma, hemangioma,
glaucoma vascular, crescimento tumoral, disseminacdo metastatica e
desenvolvimento de placa de ateroma (HANAHAN& FOLKMAN, 1996; VILLE, 1995,
FOLKMAN, 1971, 1976).

O modo como o0s agentes etiopatogénicos agridem 0 NOSSO organismo e 0s
sistemas naturais de defesa reagem de algumas doencas sédo determinadas pela
resposta angiogénica persistente. Isso ocorre devido a uma deficiéncia dos
inibidores da angiogénise, ou um aumento significativo dos mediadores
angiogénicos, como por exemplo: neoplasias, metastases, psoriase e artrite
reumatoide, entre outras (VAN, 1993; JOHNSON, 2001; BLAAUWGEERS, 1999).

Algumas situacfes a angiogeniose € regulada com periodos de ativacdo e
inibicdo. Algumas doencas oculares como a RD (Retinopatia Diabética) , o glaucoma
neovascular, as oclusbes vasculares, a retinopatia da prematuridade e a
degeneracdo macular relacionada a idade também apresentam alteracdo da
angiogénese(SENGER, 1983; SHIMA, 1995).

Folkman, em 1971, sugeriu que o controle da angiogénese poderia ser util no
controle do crescimento tumoral. Esse conceito de antiangiogénese foi aplicado a
outras doencas e vem sendo estudado extensivamente nos ultimos anos.

A ruptura da integridade vascular, o endotélio disponibiliza véarios fatores,
entre eles o Von Willebrand, as prostaglandinas e as citocininas, gera a ativacdo da

angiogénese. O Von Willebrand tem a funcéo de ativar as plaquetas, que por sua
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vez liberam o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fatores de
transformacdo do crescimento alfa e beta (TGFa e TGF(), fator de crescimento
epidérmico (EGF) e fator de crescimento dos fibroblastos (FCF), que ativam a
angiogénese e a via intrinseca da coagulacédo. Outro fator importante para ativacao
de célula endoteliais como os neutréfilos, mondcitos, linfocitos, fibroblastos e células
endoteliais. Sdo as prostaglandinas que séo liberadas pelo endotélio vascular. Os
neutrofilos iniciam a acao fagocitaria com intuito de destruir bactérias e elementos
estranhos. Os mondcitos jA sdo responsaveis pela ativacdo dos linfécitos,
responsaveis pela liberagdo de citocininas TGF[3, interleucina-1l e interferon gama.
Ja a responsabilidade desintese de colageno fica por fibroblastos. Um grande
destaque da ativacdo da angiogénese estd na formacdo de novos vasos
sanguineos, que reconstituem o fluxo sanguineo local e propiciam o transporte de
nutrientes para o tecido (VARGASet al., 2007; NAGAI, 2002).

A angiogénese (figura 6)é um processo biolégico que envolve grande
intercomunicacdo entre as células, fatores sollveis e componentes da matriz
extracelular (LIEKENS et al., 2001). Processo este é controlado pelo balanco entre a
producdo e a secrecdo de moléculas que possuem atividade regulatéria positiva
(fatores angiogénicos) e negativa (fatores anti-angiogénicos) (PEPPER, 1983). A
estabilidade entre a producdo de substancias enddgenas pré e anti-angiogénicas
pode ser quebrada por fatores quimicos e fisicos (injaria tissular, hipdxia, liberagéo
de citocinas) ou mecanicos (alteracées no fluxo sanguineo e no formato celular)
(INGBER, 1998).
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Figura 6:Inter-relagcdes entre angiogénese e inflamacdo. (1) Diferentes estimulos (proliferacao de
células tumorais, necrose e apoptose) causam ativacdo de macrofagos residentes e outros fagoécitos
causando a liberacdo de mediadores proé-inflamatdrios. (2) Estes fatores derivados de fagocitos
estimulam as células endoteliais a produzirem moléculas de adesédo, quimiocinas e citocinas. (3)
Moléculas de adesdo e fatores sollveis do endotélio ativado recrutam e estimulam fagocitos
circulantes que aumentam o infiltrado de células. (4) Fagodcitos ativados estimulam a remodelacao
tecidual, liberando fatores que provem o crescimento e migragdo de células endoteliais para a
formacéo de novos vasos.

Fonte: (Castro 2012 p.6 apud ALBINI, 2005).

7
JE N o

A desregulacdo na angiogénese esta associada ao crescimento de tumores e
em doencas angioproliferativas (FOLKMAN, 1995; PANDYAet al., 2006). No entanto,
o estimulo farmacoldgico da angiogénese pode ser benéfico em situacdes clinicas
na qual a ativacdo da angiogénese € terapeuticamente necesséria, tais como na
reparacao de feridas e na isquemia (DETILLIEUX et al., 2003; SARLONet al.,2011).

O estimulo da angiogénese (figura 7) por farmacos pode ser usado para
acelerar acicatrizacdo e o reparo tecidual, promovendo o crescimento de vasos
sanguineos nos tecidos isquémicos (HEILMANN et al., 2002; DETILLIEUX et al.,
2003). Neste estudo foi investigado o efeito pré-angiogénico e anti-angiogénico do
extrato de barbatimdo no modelo da CAM, pois estudos recentes da angiogénise
utilizando a MCA de ovo de galinha para o barbatimdo ndo foram encontrados na

literatura
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angiogénico. (B) As células endoteliais secretam proteases que degradam a membrana basal e matriz
extracelular. (C) Um broto capilar é formado como resultado de uma migragéo celular direcionada. (D)
O crescimento do vaso ocorre por meio de mitoses e migragdo de células endoteliais. (E) Um limen é
formado, bem como uma nova membrana basal. (F) Dois brotos se unem para formar uma alca
capilar. (G) Uma segunda geracédo de brotos capilares comeca a se formar.

Fonte:(CASTRO, 2012 apud Grizzi et al., 2005).

2.5 Testes do Micronucleo em medula 6ssea de roedores in vivo

Microndcleos sdo pequenas quantidades de cromatina originada de restos
cromossOmicos ou cromossomos inteiros, que sdo abortados durante a anafase na
divisdo celular, devido aos eventos clastogénicos ou aneugénios, estes podem ser
formados por acbes externas como: agentes quimicos, fisicos e biol6gicos com
estrutura ndo gendmicas, que causam alteracdes na maquinaria mitética e falha no
desmembramento dos cromossomos. Os micronucleos se originam a partir da acao
dos agentes, um ou varios por célula, que resultam fragmentos cromossémicos
acéntricos ou cromossomos que se retardam em relacdo aos demais em migracao
para os polos da célula durante a anafase (SCHIMID, 1975; RABELLO-GAY, 1991,
Al-SABTI, 1995; FENECH, 2000; SOUZA& FONTANELLI, 2006).

O FDA (Food and Drug Administration) 6rgdo governamental dos Estados

Unidos da América responsavel por testes e estudos minuciosos a novos farmacos


http://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos_da_Am%C3%A9rica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos_da_Am%C3%A9rica
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antes de terem a sua comercializagdo aprovada, possuem uma cartilha para
regulamentagcdo de testes de genotoxicidade para a indastria farmacéutica norte-
americana (Specific Aspects of Regulatory Genotoxicity Tests for Pharmaceuticals),
a qual define Microndcleo (figura 8) como: particula microscopicamente detectavel
contendo DNA nuclear, podendo conter parte ou todo um cromossomo (FDA, 2014).

O teste do micronucleo é abundantemente utilizado pra o acompanhamento
de danos genotoxicos em populacbes expostas a substancias mutagénicas e
carginogénicas. A frequéncia de MN analisada em um determinado momento pode
ser apontada complexa entre a atividade genotoxica e a eficiéncia do mecanismo

fisiolégico de defesa do organismo teste (MERSCH et al.,1996).

Cariorrexe Picnose Cariolise

"Broken Egg" Binucleacgao Micronucleo

Figura 8:Desenho esquematico destacando o aspecto morfolégico das altera¢cdes metanucleares.
Fonte: (CARRARD, 2007)

Uma importante explicacdo para danos que um agente do meio ambiente
pode estar causando no processo de divisédo celular do tecido acometido pode ser a
presenca de micronucleo(figura 9) nas células, afetando o DNA tecidual, e
consequentemente predeterminando ao desenvolvimento de céncer (VINE, 1990).
Sendo assim, podemos utilizar o Teste de Micronucleos para avaliarmos e

identificarmos varios fatores que possam trazer danos ao DNA de diferentes tecidos,
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se transformando em doengas de dificil tratamento, tendo a melhor escolha: a
exclusao dos fatores que se predispdem a isso.

Tratamento quimico . &
citocinese / |
d) Célula filha normal
XN &
€ — (£ m— D
7 :
a) Interfase b) Metafase c) Telofase &
Dano Fragmento Reconstituicdo _
cromossémico  cromatidico sem  da carioteca e) Celula filha
centrémero produz micronucleada
(acéntrico) microndcleo

Figura 9:Formacdo da célula micronucleada contendo um fragmento cromatidico acéntrico. A
inducdo ao dano estrutura cromossdmico na interfase, (a) resultando na formacdo de um fragmento
cromatidico sem centrdmero (acéntrico), pode ser visualizado quando os cromossomos sao
condensados na metafase (b) da mitose. A reconstituicdo da membrana nuclear ao redor do
fragmento cromatidico produz um micronudcleo (c), o qual pode ser quantificado na célula filha
formada apds a diviséo (e).

Fonte: Esquema desenvolvido segundo Ribeiro et al. (2003), em PowerPointg 2007, da Microsoft®.

O objetivo do teste do micronucleo em medula 6ssea, MO, de camundongos é
detectar e quantificar a acdo de substancias indutoras de mutagénese e/ou
antimutagénese. Em todo o mundo, o teste de MN tem sido amplamente utilizado na
analise do potencial genotoxico de agentes fisicos e quimicos(DING et al., 2003,
CHUNG et al, 2002) no biomonitoramento de populacbes humanas
ocupacionalmente expostas a agentes mutagénicos (BOLOGNESI et al., 2004) em
estudos de compostos inibidores de carcinogénese (ROY et al., 2003) e em estudos
ecotoxicolégicos (LORENT et al., 2002). Por ser um método de baixo custo e
bastante eficaz, varios pesquisadores do mundo utilizam-no em grande escala
(ROSEFORT et al., 2004).

O teste do micronucleo € bastante utilizado para a realizacdo de teste
genotoxicos utilizando eritrocitos, células do figado e células dos tecidos das
branquias de peixes. O teste de MN esta sendo muito utilizado em peixes para
indicar o indice de contaminacdo existente nas bacias hidrograficas em geral
(MANNA e SADHUKHAN, 1986; AI-SABTI& MECALFE, 1995; MINISSIet al., 1996;
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AYLLON& GARCIA-VAZQUEZ, 2001; GRISOLIA, 2002; CAVAS& ERGENE-
GOZUKARA, 2003).

Kim & Hyun (2006) chama para o perigo de alguns experimentos onde o fato
de a deficiéncia de folato e vitamina B12 provocarem um aumento da formacéo de
MN.

Devido a uma gama de investimentos da industria farmacéutica, que agrega
custo e beneficio em pesquisas de plantas medicinais, ha um crescente aumento de
fitoterapicos pelas populacdes, em virtude de suas propriedades farmacoldgicas e
biolégicas, algumas ja descritas na literatura, o presente estudo tem como objetivo
avaliar os efeitos genotoxicos e antigenotéxicos da solucdo aquosa do barbatiméo.

2.6 Atividade Genotoxica de Plantas Medicinais

Toda informacao genética dos organismos vivos se encontra armazenada nos
acidos nucléicos (DNA e RNA), sendo especificada pela sequencia de bases
nitrogenadas. Esta informacdo € repassada de célula a célula durante o
desenvolvimento e de geracdo a geracdo durante a reproducdo, pela grande
precisdo do processo de replicagdo. Por ndo ser um fendbmeno estético, essa
transmissdo ocasionalmente sofre mudanca ou mutagdes, produzindo uma
variabilidade genética, que fornece a matéria prima para a evolucdo (SNUSTAD &
SIMMONS, 2001).

A fixacdo do material genético de geracdo para geracdo origina-se da
conservacdo das taxas de mutacdo em niveis minimos. Constantemente o0s
organismos Vvivos Sd0 expostos a agentes ambientais que podem causar
modificagdes quimicas tanto ao nivel celular quanto molecular. Sendo que estas
lesbes podem ser induzidas por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos, totalmente
prejudiciais as células, sendo que afetam processos vitais como a duplicacédo e a
transcricdo génica, conseguindo causar alteracdes permanentes no DNA (mutacdes)
e aberragcdes cromossdmicas, 0S quais levam a processos cancerosos € morte
celular (WATSON et al., 2006).

Durante o processo de evolucao, as plantas acrescentaram recursos naturais
que lhes garantem defesa, como exemplo a producdo de substancias quimicas,

toxicas e genotoxicas contra ataques de bactérias, fungos, insetos e animais
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predadores (CASTRO et al., 2004). Chas e infusdes de determinadas plantas
medicinais apresentam substancias toxicas de efeitos mutagénicos. Entretanto o
consumo dos mesmos pode reduzir efeitos de agentes mutagénicos que estejam
atuando sobre o organismo humano. (BAGATINI et al.,2007).

Referentes a propriedades de plantas medicinais sabe-se que Vvérias
substancias foram descritas na literatura como mutagénicas e carcinogénicas.
Dentre elas estédo as hidrazinas, flavonoides, furocumarinas, quinonas, alcaldides de
pirrolozidina, glicosideos cardioténicos e teobrominas (KHAN et al., 2005; MEI et al.,
2005). Entretanto, algumas substancias, como os alcaloides, apesar de sua
conhecida genotoxicidade, apresentam alto potencial farmacolégico através de
atividades antimicrobiana, antiplasmodial e antitumoral (FREDERICH et al., 1999).

A maioria dos compostos antigenotoxicos presentes em alimentos, tém como
funcdo antioxidante agindo no sequestro de radicais livres de oxigénio (COSTA,
2012; GUTERRES, 2008).

Estudos recentes demonstram que a queda no consumo de frutas esta ligada
ao aparecimento de lesdes no DNA, pois a reducédo de compostos naturais, como a
vitamina C, influencia na predisposicao de reparo do DNA causando o aparecimento
dessas lesfes (SLYSKOVAet al., 2014).

Um composto é dado como mutagénico quando tem o potencial de aumentar
a taxa de mutacdo em um organismo além da espontadnea. Podemos definir uma
mutacdo como uma variacado estavel e herdavel numa sequencia nucleotidica do
DNA, de modo que estas variacbes podem ser cromossOmicas ou génicas. As
mudancas cromossdmicas podem estar relacionadas a estrutura cromossomica,
com resultados de dele¢des, duplicacdes, inversdes e translocacdes maiores, ou ao
namero de cromossomos, devido a falhas na citocinese. As muta¢des génicas sao
consequéncias devidas a substituicdo de bases (transicdes e transversoes);
frameshifts (mudanca no quadro de leitura); ou insercoes, delecdes e translocacoes.
(GATEHOUSE et al., 1990).

A grande influéncia que os agentes genotdxicos exercem sobre as mutagdes
das células somaticas e/ou germinativas sdo inumeras, podendo acelerar ou
aumentar o processo. Para que isso ocorra, o agente deve ser transportando e ter
contato com a célula, a fim de ser capaz de ativar metabdlitos e danificar o DNA.
Contrariando este processo as células de um organismo pluricelular reagem ao dano

provocado, numa tentativa de corrigir as agressdes sofridas. Mecanismo este
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conhecido por processo de reparo ao DNA. Entretanto, se o dano for retirado antes
da divisdo, a célula restabelece a integridade do DNA e as func¢des sédo preservadas.
Se a divisdo celular acontecer antes do processo de reparo, o DNA replicara,
podendo haver proliferacdo celular com as modificacdes, neste exemplo, a mutacao
sera incorporada permanentemente na sequéncia do DNA (BROWN et al., 1994).

Sendo assim, 0s agentes que causam mutacbes sdo denominados
genotoxicos, apesar de nem todos 0s agentes genotdxicos serem mutagénicos
(VOGEL, 1989).

Os agentes genotdxicos e/ou mutagénicos possuem uma grande relevancia
na avaliagdo do potencial carcinogénico, pois 0s mecanismos de mutagénese e
carcinogénese, pois estéo intrinsecamente relacionados (RIBEIRO et al., 2003).

A carcinogénese compreende a mutacdo sequencial de genes controladores
de crescimento, expansédo clonal e progressdo das células, resultando em células
pré-neoplasicas e neoplasicas. A mutagdo normalmente é adquirida através do
contato do individuo com mutagenos. Esta exposicdo € constante e compreende
mutagenos enddgenos e exdgenos ou ambientais (MOUSTACCHI, 2000).

A principal via de porta de entrada de mutdgenos para as substancias
orginadas das plantas medicinais € a via oral, através de chas, infusbes e outros
preparados. Entretanto, a maioria destas substancias ainda néo foram estudadas, no
gue se refere ao potencial citotéxico e mutagénicos, sendo necessario conhecer as
propriedades e atividades biologicas das plantas de uso medicinal, garantindo o uso
de plantas medicinais com seguranca (BAGATINI et al., 2007).

Varios testes sdo realizados para prevenir o efeito adverso em plantas
medicinais pela triagem de seu potencial genotoxico. Sdo eles testes rapidos,
realizados especialmente com bactérias, drosofila, camundongos (teste de
micronucleo) e cultura de células (CUNHA, 1995).

Anualmente,aproximadamente 12,7 milhdes de individuos séo diagnosticados
com cancer em todo o mundo sendo que 59,8% (7,6 milhdes) vao a 6bito. No Brasil,
sdo esperados 576.580 novos casos de cancer para 2014, sendo 17,06% (98.420)
casos novos de cancer de pele e 11,9% (688000) casos de céancer de prostata
(INCA 2014).Dados da Uniao Internacional contra o Céncer — UICC, estima-se um
total de 26 milhGes de novos casos e aproximadamente 65,3% (17 milhdes de
mortes até 2030 sendo que uma porcentagem maior é esperada para 0s paises em
desenvolvimento (UICC, 2008).
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Sendo que certas plantas utilizadas pela populacdo podem apresentar
atividades genotoxicas, € oportuno a realizacdo de pesquisas inovando o conhecer

sobre genotoxicidade dessas plantas.



38

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar as atividades angiogénica, antiangiogénica, genotoxica e
antigenotoxica da solucdo aquosa da casca do barbatimdo(Stryphnodendron
adstringens).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade angiogénicada solucdo aquosada casca do
barbatimdoutilizando como modelo experimental a membrana
corioalantoide de ovo embrionado de galinha (Gallus domesticus).

e Avaliar a atividade antiangiogénica da solucdo aquosada casca do
barbatimdo utilizando como modelo experimental a membrana
corioalantoide de ovo embrionado de galinha (Gallus domesticus).

e Avaliar a atividade genotoxica da solugcdo aquosa da casca do
barbatiméo,utilizando como modelo experimental o teste do microndcleo
em medula 6ssea de camundongos.

e Avaliar a atividade antigenotoxica da solucdo aquosa da casca do
barbatimdo, pelo tratamento simultdneo do extrato da planta e de
composto sabidamente genotéxico Mitomicina C (MMC), utilizando-se o

teste do micronucleo em medula 6ssea de camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacao da atividade angiogénica na MCA

4.1.1 Solugéo aquosa da Casca do barbatiméo

A casca de Barbatiméo (Stryphnodendron adstringens) foi adquirida na cidade
de Goiania-GO, no Império das Raizes, Av. Tocantins n:840, Setor Central, lote:
22112, data de fracionamento: 12/2013. Validade: 12 meses.

Solucéo aquosade barbatimdo para a avaliagdo da atividade angiogénica na
MCA foi preparada no Laboratério de Estudos Experimentais e Biotecnoldgicos-
MCAS-PUC Goias. Foi usada 30g da casca triturada para um litro de 4gua. Para a

realizacdo dos testes, a SAB foi utilizada na concentracdo de 30mg mL™.

4.1.2 Ovos embrionados de galinha

Foram utilizados 100 ovos férteis de galinha (Gallus domesticus) linhagem
Rhoss, adquiridos em uma granja: (Chacara Sdo Domingos), Vale das Pombas,
estrada velha para Bela Vista km 9, Aparecida de Goiania.

Sendo um namero de 14 ovos para o controle positivo (Regederm), 14 ovos
para o controle negativo (agua), 14 ovos para aSAB e 14 ovos para o controle
inibidor (dexametasona), totalizando um nuamero de 56 ovos, e tendo assim um

descarte de 44 ovos, 0s quais se apresentaram danificados antes do 16° dia.

4.1.3 Controles e reagentes (Angiogénise)

a) Controle negativo —Agua para inje¢do contetido 10mL, Eurofarma. Lote:
329981.

b) Controle inibidor - Solucdo de dexametasona 4mg.mL™* — (Co2H29FOs) -
Aché Laboratérios Farmacéuticos, Lote n® 2.668.

c) Controle positivo: Regederm, lote: 00085925, Fab: 05/2013, Val: 05/2015.

d) Formaldeido 37% - Rioquimica Ltda — Lote n. 0402296.
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4.1.4 Procedimento Experimental (Atividade angiogénica)

A atividade angiogénica da solucdo aquosa do barbatim&ofoi analisada na
membrana corioalantoide (CAM) do ovo embrionado de galinha (figura 10) nos
meses de abril de 2014 e maio de 2014 no Laboratoério de Estudos Experimentais e
Biotecnologicos, do Mestrado de Ciéncias Ambientais e Saude, da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias.

Os ovos foram incubados em estufa automatica durante os cinco dias a 37° C
(x1° C) e com umidade entre 60 e 70% para a formacado da MCA (RIBATTI et al,
1996). No quinto dia de incubacéao foi realizada na casca do ovo em sua base maior,
uma abertura circular de 1,0 cm de didmetro, com auxilio de umamicro retifica
“‘Dremel”. Posteriormente, foi retirada a membrana da casca com o objetivo de expor
a MCA e os ovos novamente incubados nas mesmas condi¢cdes. Na figura 1, mostra

a forma da abertura na casca do ovo.

Casca do Ovo.

m Cdmara de ar.
Membrana da
@’, Casca.

Membrana coric-

Membrana alantaide.

corio-alantoide
interna,

Figura 10: Membrana corioalantoidea do ovo embrionado de galinha. A figura A apresenta imagem
da abertura da casca do ovo de galinha e exibe a CAM vascularizada. A figura B apresenta em
vermelho a extensdo da CAM no ovo embrionado e a Figura C, esquema ilustrativo das membranas
que constituem o ovo embrionado de galinha.

Fonte:As Figuras B e C foram elaboradas em PowerPoint 2007 (Microsoft), de acordo com
informacdes de Vargaset al., (2007).

No quinto dia de incubacgéo foi realizada, na casca do ovo, em sua base
maior, uma abertura circular de 1,0 cm de diametro, com auxilio de uma micro
retifica Dremel. Posteriormente, foi retirada a membrana da casca com o objetivo de
expor a MCA e os ovos novamente incubados nas mesmas condi¢cdes, segundo
técnica de ensaio recomendada (RIBATTI et al,1996).

Ao final do 13° dia de incubacgéo, 14 discos de papel de filtro estéreis, com

diametro 5 mm cada, foram embebidos com de solucdo aquosa de barbatimdo na
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concentracdo de 30g.ml™, juntamente com controles positivo (Regederm), negativo
(agua) e inibidor (dexametasona). Os materiais (teste e controles) foram colocadas
diretamente sobre a membrana corioalantoide, permanecendo até o 16° dia.

No 16° dia, as MCAs foram fixadas em solucéo de formol (3,7 % v/v) por 10
minutos, cortadas detalhadamente e mantidas em placa de Petri com solugéo de

formol.

4.1.5 Obtencdo daimagem e mensuracdo automatizada da rede vascular

As membranas corioalantdide foram fotografadas sobre um fundo azul claro,
em tamanho 640X480 pixels e formato de RGB 24 bites, padronizados com objetivo
de analisar e quantificar a rede vascular formada.

A imagem capturada foi analisada e a da rede vascular neoformada foi
quantificacdo. A quantificacdo da rede vascular foi realizada por meio da
determinacdo da area percentual de cada ensaio. Foram utilizados os programas
Gimp for Windows (version 2.8) e Imagem J (versao 1.49). As imagens foram
preparadas de forma que a saturacdo, brilho e contraste permitiram uma melhor
resolucdo dos vasos sanguineos que foram quantificados em pixels

correspondentes.

4.1.6 Andlise estatistica

Para analisar a atividade angiogénica da solucdo aquosa do barbatimdo as
percentagens das areas obtidas da MCA dos grupos tratados e controles foram
comparados por Krushal-Wallis (andlise de varianca) e, posteriormente por
comparacao multipla (Tukey Test). A diferenca entre as médias foi considerada

estatisticamente significativa quando p<0,05).
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4.2 Teste do micronucleo

4.2.1 Solucado aguosa da Casca do barbatiméo.

A casca de Barbatimé&o (Stryphnodendron adstringens) foi adquirida na cidade
de Goiania-GO, no Império das Raizes, Av. Tocantins n:840, Setor Central, lote:
22112, data de fracionamento: 12/2013. Validade: 12 meses.

Solucdo aquosa de barbatimdo utilizada para o teste do microndcleo foi
preparada no Laboratério de Estudos Experimentais e Biotecnoldgicos-MCAS-PUC
Goids. Foi usada 30g da casca triturada para um litro de 4gua. Para a realizacédo
dos testes, a SAB foi utilizada na concentracdo de 30mg mL™.

4.2.2 Animais da experimentacao

Para realizar o teste do micronucleo foram utilizados 20 camundongos,
saudaveis,oriundos do Biotério Pontificia Universidade Catdlica de Goiés,
apresentando peso corporeo entre de 25,0 + 2,5 g e faixa etaria entre 50 e 70
dias,na data do experimento. Os animais foram alojados em gaiolas individuais de
polipropileno, com piso sodlido, forradas com maravalha esterilizada, conforme
padrbes internacionais. Os animais foram acomodados em ambiente com
temperatura média de 24+2°C e umidade relativa de 55+5%; com ciclo de claro-
escuro de 12 horas e tiveram agua e alimentacédo ad libitum.

Foi utilizada a mitomicina C (MMC) como controle positivo.

4.2.3 Aprovacdo em Comité de Etica

O presente trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Pontificia Universidade Catolica de Goias, protocolo n° 003-1.

4.2.4 Controles e reagentes (Teste do micronucleo).

Reagentes e Solucdes (Teste do micronucleo).
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- Solubilizacéo das células

e Soro fetal bovino de Laborclin Produtos para Laboratorios.

- Corante

e Corante para células hematologicas segundo Leishman (eosina, azul

de metileno), preparados no LAS-CBB.

- Controles

Controle positivo
e Mitomicina C (MMC), Bristol-Myers Squibb

Solucéo de Mitomicina C

AV} 01 o3 g T T PP 5mg

e Lote n®360.170.2
e Fabricacdo: 26/03/2013
e Validade: 28/02/2015

Controle negativo

e Agua destilada estéril

4.2.5 Procedimento Experimental(Teste do Micronicleo em medula 6ssea de
camundongo).

Os camundongos foram divididos em grupos de cinco animais cada. Foram
tratados, intraperitoneal, com solu¢do aquosa de barbatimdo na concentracéo de 30
mg.ml™, no tempo de 24 horas. O grupo controle negativo foi tratado com agua
destilada estéril, enquanto que o grupo controle positivo recebeu dose Unica
intraperitoneal de 4 mg.kg™ correspondendo a 80% da DL 4. mitomicina C. Para a
avaliacdo da antigenotoxicidade, foram administradas as doses de 30 mg.mI* de
solucdo aquosa de barbatimdoconcomitantemente com dose de 4 mg.kg™ de MMC,
intraperitoneal(HEDDLE, 1983, 1991).
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Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e os fémures
retirados. As epifises do fémur foram cortadas e a medula 6ssea lavada com 1 ml de
soro fetal bovino. Ap6és homogeneizacdo da medula no soro, esta foi centrifugada a
300 x g durante 5 minutos. O sobrenadante foi parcialmente descartado. O
precipitado de células foi homogeneizado e uma gota de suspensdo celular foi
transferida para a lamina de vidro onde foi confeccionado o esfregaco celular. Apos
secagem das laminas, estas foram fixadas em metanol absoluto durante 5 minutos e
coradas em solucado corante de Leishman, por um periodo de 15 minutos (HEDDLE,
1973). Apés este periodo, as laminas foram lavadas em agua corrente e deixadas
secar em temperatura ambiente. As contagens dos esfregacos foram realizadas pelo

procedimento “duplo-cego”.

4.2.6 Analise Citogenética

A analise das laminas foi realizada em microscopio de luz comum Nikon, com

a finalidade de se detectar possiveis alteracBes e/ou perdas cromossémicas
(micronucleos) nos eritrocitos policromaticos (EPC) da medula 6ssea dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. As células foram visualizadas em objetiva de
imersdo (100x) e ocular (10x), usando duas laminas para cada animal,avaliando-se
1000 EPC por lamina. Foi utilizada a média de duas laminas como resultados. Para
a avaliacao da citotoxicidade, foram contados até 1.000 eritr6citos normocromaticos
(ENC), e a razdo EPC/ENC foi determinada conforme (SCHMID,1975).

4.2.7Anélise estatistica

As frequéncias de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em
1.000 EPC de cada grupo foram comparadas em relacédo ao grupo controle negativo
ou positivo pelo teste de ANOVA e todos os pares foram comparados pelo teste de
Friedman. Foram considerados significativos valores de p<0,05.

As frequéncias de EPC e ENC de cada grupo tratado com a solu¢cdo aquosa
foram comparadas com o grupo controle negativo ou positivo pelo teste Método de
Student-Newman-Keulse foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.



5 RESULTADOS

5.1 Atividade angiogénica
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Os resultados obtidos da porcentagem de vascularizacdo na CAM apos o

tratamento com a solucdo aquosa de barbatimdo juntamente com os controles

negativo, indutor e inibidor estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 2: Porcentagem de vascularizagcdo obtida com tratamento de solucao

aguosa de barbatimao e controles.

Identificac&o

numeérica  Contrlole Positivo Controle Negativo Controle inibidor S.Ade
das CAM’s — Regederm H,O Dexametasona Barbatimao
1 49,6 33,4 9,6 51,3
2 52,2 32,1 15,3 54,7
3 56,5 40,1 14,8 50,2
4 59,4 33,9 12,8 49,5
5 55,6 29,4 11,5 45,1
6 52,5 37,6 11,9 48,2
7 60,1 28,3 10,8 47,4
8 54,9 35,9 14,2 52,8
9 56,4 32,3 10,2 50,9
10 48,5 30,7 11,9 51,7
11 48,6 29,4 14,5 50,9
12 48,9 29,3 12,1 49,7
13 50,2 32,1 11,3 48,9
14 47,2 36,2 9,2 54,3
Média 52,9% 32,9% 12,2% 50,4%
DP* 4,2 3,5 1.9 2,6

* DP = Desvio Padrao

Observou-se que a solucdo aquosa de barbatimdo apresentou aumento da

percentagem da rede vascular formada (atividade angiogénica) em relagcdo ao

controle negativo (p<0,05) e também do inibidor (p<0,05) (figura 11). Entretanto,

quando comparado ao controle positivo nao foram constatadas diferencas

significativas entre as percentagens da rede vascular (figura 11) formada entre o

extrato de barbatimdo. Portanto, a solugdo aquosa de barbatimdo e o controle

positivo apresentaram aumento significativo da area percentagem da rede vascular

formada quanto comparadas ao controle negativo e inibidor. Observou-se também
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que o controle inibidorapresentou significativa reducéo da vascularizacdo da MCA

em relacdo ao controle negativo (p<0,005). As imagens apresentadas na figura 11

mostram a formac&o da rede vascular nos controles e no tratamento com solucao

aguosa de barbatiméo.

Figura 11: Situacdo da rede vascular formada na CAM ap6s o tratamento, com solugdo aquosa de
barbatim&o juntamente com os controles: A — Controle inibidor. B - Controle negativo. C — Controle
positivo (Regederm). D — Teste (Solu¢éo aquosa do Barbatimao).
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Gréfico 1: Grafico Boxplot,com respectivos valores da membrana corioalantdide apds
com a solucao aquosa de barbatiméo e controles.

tratamento
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Figura 12
A: Detalhes da abertura de 1,0 cm de didmetro na casca do ovo, apresenta¢do da CAM vascularizada
B: Viséo da rede vascular da CAM no 16° dia desenvolvimento da SAB.

5.1.1 Analises histoldgicas

As imagens da analise histoldgica sdo expressas na Figura 13. A figura
apresenta uma formacéo de rede vascular em diferentes grupos controles (inibidor e
positivo) e no grupo do tratamento com SAB na concentracéo de 30mg mL™

Observa-se a presenca de tecido conjuntivo, elementos inflamatorios e vasos

sanguineos bem formados que exibem na luz vascular eritroblastos (Figura:14).
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Figural3: As secgbes de parafina corados com hematoxilina-eosina. Controle inibidor
(dexametasona) mostra poucas células do tecido conjuntivo e também poucos vasos sanguineos (A).
Controle negativo (B). Controlo positivo (Regederm) mostra vasos sanguineos recém-formados e
elementos inflamatdrios (C ). SABmostra vasos sanguineos formados e muitos eritrocitos nucleados

(D).(A,B,C e D, microscopio aumento 20x).

Figura 14: O tratamento com a SAB mostra vasos bem organizado, repleto de eritroblastos e
elementos inflamatorios (E): ms ec = ectoderma = mesoderme en = endoderme. (Microscopio

aumento 40x).
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5.2 Atividade genotdxica e antigenotéxica

Para a avaliacdo da atividade genotoxica e antigenotoxica da SAB foram
realizadas pelo teste de micronicleo na medula Ossea hematopoiética de
camundongos. Os resultados da frequéncia de MNEPC, média, desvio padrdo e
relagdo EPC/ENC para a atividade genotoxica e antigenotoxica estao representados
nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

Na tabela 3 observa-se que houve atividade genotoxica da SAB. A dose da
solucdo da casca de barbatiméo (30 mg.mlI* peso corporal) analisada apresentou
diferenca (p<0,05) na frequéncia de EPCMN em relacdo ao grupo controle negativo.
Em relacdo ao grupo controle positivo as diferencastambém foram significativas
(p<0,05).

Tabela 3: Frequéncia de MNEPCe relacdo entre EPC/ENC ap6s 24 horas do

tratamento com solucédo aquosa de barbatiméao e controles.

Eritrécitos policromaticos micronucleados

(MNEPC)
N° de animais Dados Individuais % Média O DP Relacao
MN /1000EPC MN/1000EPC ~ EPC/ENC
SAB * 5 7-5-8-7-8 0,7 7 +1,09% 0,772
H,0O (CN) ** 5 2-3-3-5-4 0,34 3,4+1,01° 0,89"
MMC (CP) *** 5 19-17-15-17-16 1,68 16,8 + 1,32 0,57°

2P°n<0.05 Todos os resultados (teste e controle positivo Eritrécitos policromaticos Micronucleados.

(MNEPC) foram comparados com o grupo controle negativo.

O valor de P abaixo de 0,05 (p<0,05) foram considerados indicativos de significancia.

* Solugcdo aquosa de barbatiméo; ** Controle negativo: dgua destilada; *** Controle Positivo: MMC
(4mg. kg™ peso corporal).

Ja na tabela 4 observa-se que ndo houve uma atividadeantigenotéxica da
SAB administrada concomitantemente com dose de mitomicina C. Comparando a
frequéncia de EPCMN da dose do tratamento de SAB+MMC simultaneo com o
controle positivo, ndo houve diferenca significativa (p>0,05). Ja em relacdo ao grupo

controle negativo as diferencas foram significativas (p<0,05).
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Tabela 4: Frequéncia de MNEPC e relacdo entre EPC/ENC apdés tratamento
simultaneo com MMC e da solucao aquosa do barbatiméo.

Eritrécitos policromaticos micronucleados

(MNEPC)
o Dados - ~
gnimais ae Individuais MN % I\l/\lnl\‘la/iglogE?D% ERPe(IZ?I(E;E%
/1000EPC
SAB + MMC * 5 15-13-10-12-11 1,22 12,2 +1,72% 0,61%
H,O (CN) ** 5 2-3-3-5-4 0,34 34+1,01 0,89°
MMC (CP) *** 5 19-17-15-17-16 1,68 16,8+ 1,32° 0,57%

p>0,05.” p<0,05. Todos os resultados (teste e controle negativo) foram comparados com o grupo
controle positivo.O valor de P abaixo de 0,05 (p<0,05) foram considerados indicativos de significancia.
* Solucdo aquosa de barbatimdo + MMC; ** Controle negativo: 4gua destilada; *** Controle Positivo:
MMC (4mg. kg™ peso corporal).
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6 DISCUSSAO

6.1 Atividade Angiogénica

Dados dos estudos recentes da angiogénise utilizando a MCA de ovo de
galinha para o barbatimdo ndo foram encontrados na literatura, sendo assim este
estudo podera fornecer subsidio para pesquisas futuras, tendo em vista o interesse
do Ministério da Saude em plantas medicinais, pois o barbatimdo faz parte da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). O
RENISUS é de suma importancia pois tem em sua COmposicao varias espécies
vegetais com potencial de avancar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar novos
produtos de importancia para o Ministério da Saude do Brasil(SUS MS, 2014).

Os resultados inovadores encontrados neste estudo indicaram que os testes
realizados com a solucdo aquosa de barbatimdo na concentracdo de 30 mg. ml
'aumentou a é&rea vascular na MCA do ovo embrionado de galinha, quando
comparando aos grupos de controle negativo e de inibidor (p<0,05). Quando
comparado com o controle positivo, ndo houve diferenga (p>0,05). Nao foram
encontrados outros estudos envolvendo a MCA do ovo de galinha e o barbatimé&o.

Vérios farmacos de solucbes aquosas podem promover o aumento da area
vascular na membrana corioalantoidea do ovo embrionado de galinha. A solucéo
aquosa do barbatimdo de acordo com:(tabela 2, gréfico 1) induziu o aumento da
rede vascular do ovo embrionado de galinha (50,4%). Ja dexametasona (figura 11,
A) apresentou diminuicdo da rede vascular, o que é esperado para esse farmaco. De
fato, Melo-Reis et al (2010) e Almeida et al (2014) trabalharam com solucdo aguosa
do latex da Synadenium umbellatum e Hancornia speciosa, respectivamente,
encontraram aumento consideravel da rede vascular.

Na medicina popular o barbatimdo possui varias finalidades farmacéuticas
descritas na literatura, entre seus principais efeitos medicinais atribuidos a este
fitoterapico destaca-se a propriedade cicatrizante (EURIDES et al., 1996; SILVA et
al., 2009; HERNANDES et al., 2010; LIMA, 2010).Este trabalho mostra pela primeira
vez a agdo angiogénica da SAB comprovada devido ao alto indice de vascularizagcéo
encontrado na MCA (figura 12). O estimulo da angiogénese por farmacos pode ser

usado para acelerar a cicatrizacao e o reparo tecidual promovendo o crescimento de
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vasos sanguineos nos tecidos isquémicos (HEILMANNet al., 2002; DETILLIEUXet
al., 2003). A caracteristica terapéutica predominante para que o barbatimdo seja
cicatrizante € atribuida principalmente ao grupo dos taninos condensados, 0s quais
sdo constituidos por unidades de flavonol: flavan-3-ols (catequina) ou flavan 3,4-
diols (leucoantocianidinas). Possui uma estruturacdo complexa, pode conter de duas
a 50 unidades flavonoides, sdo resistentes a hidrolise, porém podem ser sollveis em
solventes organicos aquoso, levando em conta a sua estrutura quimica(LIMA, 2010).

O barbatimdo ja foi testado em varios experimentos cicatrizantes e em
diferentes espécies, como, camundongos (EURIDES et al., 1996), ratos
(HERNANDES et al., 2010), coelhos (LIMA, 2010), bovinos (SILVA et al., 2009),
equinos (MARTINS et al., 2003), ovinos (MENDONCA et al., 2008), caes (RABELO
et al., 2006), gatos (SILVA, 2006) e no ser humano (MINATEL et al., 2010), por ter
atividade angiogénica, comprovada neste trabalho pelo teste da MCA em ovo de
galinha.

A cicatrizac@o esta relacionada a estimulos angiogénicos (HEILMANNet al.,
2002; DETILLIEUXet al., 2003). O trabalho comprovou a atividade angiogénica do
barbatim&o pelo alto indice de vascularizacdo da MCA (figura 12, B). Isto explica o
porqué de varios trabalhos sobre o barbatimdo estdo relacionados ao seu poder
cicatrizante, entre eles podemos citar: segundo Minatel et al (2010) em seus estudos
em seres humanos, usando no tratamento de Ulceras de decubito em diferentes
graus de lesdo. No total foram analisados um total de 27 pacientes, total de 51
lesbes de decubito. Os resultados foram satisfatorios, mais de 70% dos pacientes
apresentaram suas feridas totalmente cicatrizadas, onde a area da ferida teve uma
reducdo de 30% em media, com o tratamento da pomada a 3% apds a primeira

semana.

6.2 Teste do micronucleo

Os produtos fitoterapicos exercem efeitos que podem ser adversos, toxicos a
quem faz o uso de suas propriedades devido aos diferentes compostos naturais
derivados do metabolismo primario e secundario da planta, os quais sao
responsaveis pelos efeitos terapéuticos(ALMEIDA et al., 2009). Os 06rgaos

responsaveis pela entrada de novos fitoterapicos no mercado a Anvisa, o FDA(Food



53

and Drug Administration)érgdo governamental dos Estados Unidos da América
responsavel por testes e estudos minuciosos a novos farmacos, exigem que a
normatizacdo de medicamentos fitoterapicos seja valida, permitindo a populacdo a
comprovacdo da eficacia e seguranca do produto que derivam de plantas
medicinais. Mesmo o uso de medicamentos a base de plantas medicinais tenha o
uso frequente pela populacéo, os ensaios que possam avaliar a toxicidade de tais
principios ativos sédo poucos realizados (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

A solucdo aquosa de barbatimao apresentou atividade genotoxica na dose 30
mg ml™ testada de acordo com a tabela 3 pois a dose analisada foi encontradauma
diferenca (p<0,05) na frequéncia de EPCMN em relacdo ao grupo controle negativo.
Em relacdo ao grupo controle positivo as diferencas também foram significativas
(p<0,05).Nas pesquisas de Costa (2010) encontraram 0s seguintes resultados: por
meio de ensaio MN, o extrato de bartabatimdo usado, n&o foi encontrado efeito
mutagénico em células da medula 6ssea de camundongos quando testados nas
referidas doses 750, 1500, 2250 mg/kg.

Na tabela 4 deste trabalho nédo foi constatado umaacéo antigenotoxica pois a
media de micronucleo encontrada quando tratados com apenas MMC foi de: 16,8. J&
quando tratados com a mesma SAB+MMC a media de microndcleo caiu apenas
para: 12,2ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05). Ja em relagédo ao grupo
controle negativo as diferencas foram significativas (p<0,05).

Analisando novamente as pesquisas de Costa (2010) foram encontradas os
seguintes dados estatisticos sobre a atividade mutagénica: encontraram efeito
antimutagénico sendo que quando administrado na dose de 40mg/kg juntamente
com a ciclofosfamida (farmaco indutor de mutagénese, efeito semelhante ao da
MMC) a quantidade eritrécitos policromaticos micronucleados (MN) teve uma
porcentagem inferior ao grupo que recebeu a ciclofosfamida isoladamente, e ja nao
apresentaram diferenca estatistica quando analisado ao grupo negativo para
mutagénese, representado neste trabalho pela agua.

Os estudos realizados neste trabalho mostraram que o barbatimdo
apresentou atividade genotoxica (tabela 3) e ndo apresentou uma atividade
antigenotoxica (tabela 4) no momento em que diminuiua quantidade de MN
aplicando Mitomicina+barbatimdo. Analisando os estudos Vilar et al. (2010), os
estudos foram feitos em cultura de Escherichia coli, por meio de testes in vitro: SOS

cromoteste e SOS-inducteste, mostraram que o0 extrato etandlico da casca de
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barbatiméo usando doses: 0,0, 0,25, 0,5, 1,0, 5,0 e 10 mg/placa ou tubo de cultura,
mostrou efeito genotoxico (semelhantes aos achados deste trabalho), apesar de nao
possuirem atividade mutagénica. E com a metabolizacdo do extrato na pesquisa de
Vilar et alo barbatimdo conseguiu diminuir suas atividades genotoxicas e
citotéxicas.Analisando o conjunto em si, concluiram que os resultados alcancados
ndo foram concludentes e seriam necessarios mais experimentos para esclarecer
seus mecanismos de acdo e sendo assim concluir melhor o seu risco para o
consumo humano. (VILLARet al., 2010).

Tendo obtido estas caracteristicas sobre o barbatiméo neste trabalho, sugere-
se que deve se iniciar pesquisas complementares a fim de que se possa tornar sua
viabilidade como novos farmacos, diferente do que se tem hoje disponivel no
mercado farmacéutico, e principalmente direcionar estas novas pesquisasdo
barbatimdo juntamente com mais principios ativos, trabalhando o barbatimdo em
conjunto com outras plantas, potencializando ou ndo as suas atividadesangiogénica,

genotoxica e ndo antigenotoxica, todas estas comprovadas neste estudo.
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7 CONCLUSOES

O extrato da casca do barbatimédo apresentou atividade angiogénica na MCA,

apresentou  atividade genotoxicaporém ndo apresentou atividade
antigenotoxica.

As perspectivas de criacdo de novos farmacos através do barbatimdo sédo
grandes tendo em vista os Otimos resultados apresentados neste trabalho. O
barbatimdo como farmaco sozinho ou junto com outras plantas (dois ou mais
principios ativos) poderdo ter uma grande influéncia na dificil cicatrizagdo de feridas
geradas por algumas doencas, principalmente a diabetes. Com resultados de
estudos valiosos como este e outros, poderemos ter em maos uma maior viabilidade
a luta contra estes fatores gerados por estas doencas as quais dificultam a
cicatrizacdo. Tudo issogracas ao alto indice de atividade angiogénica do barbatiméo
comprovada neste trabalho.
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