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RESUMO

O Himatanthus obovatus, popularmente conhecida por Tiborna, ¢ uma planta do cerrado
utilizada na medicina popular para tratamento de verminoses, infec¢do intestinal, como
depurativo do sangue, cicatrizante, analgésico, antimicrobiano e anti-inflamatorio. Este estudo
teve como  objetivo  avaliar a  atividade  angiogé€nica/antiangiogénica e
mutagénica/antimutagénica do latex de H. obovatus através do modelo experimental de ensaio
na membrana corioalantéidea (MCA) e o ensaio de mutagenicidade de Ames. Os resultados do
ensaio de angiogénese indicaram que o latex de H. obovatus nas concentragdes 1:2, 1:5, 1:10 e
1:20 uL, apresentou um aumento significativo na area de porcentagem da rede vascular na
MCA, quando comparados aos grupos controles negativo (dgua) e inibidor (dexametasona).
Quando comparado ao controle positivo (Regederm) ndo demonstrou diferenca significativa
com o latex. No ensaio de Ames, o latex foi testado em trés concentragdes (1:2, 1:5 e 1:10
uL/placa). Os resultados demonstraram que o latex de H. obovatus apresentou agdo mutagénica
em todas concentracdes. A andlise antimutagénica do latex nas concentracdes foram
comparadas com o controle positivo (azida sddica), os resultados das concentragdes 1:2, 1:5 ¢
1:10 ndo diminuiu uma diminui¢do significativamente no numero de colonias revertentes
(p>0,05), mas observou-se uma porcentagem de inibi¢do consideravel indicando agdo
antimutagénica do latex de H. obovatus. A composi¢ao fito-quimica do latex pode indicar o
motivo deste efeito antimutagénico, a presenga de terpenos e iridoides. Concluiu-se que o latex
de H. obovatus apresentou atividade angiogénica em todas as concentragdes testadas e na

atividade mutagénica em todas as concentracdes testadas.

Palavras - chaves: Angiogénese, Himatanthus obovatus, Membrana Corioalantdide,
Mutagénese.
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ABSTRACT

Himatanthus obovatus, popularly known as Tiborna, is a cerrado plant used in popular medicine
for treating verminoses, intestinal infection, as a blood purifying, healing, analgesic,
antimicrobial ~and  anti-inflammatory.  This study aimed to evaluate the
angiogenic/antiangiogenic and mutagenic/antimutagenic activity of H. obovatus latex through
the experimental model of the chorioallantoic membrane (MCA) assay and the Ames
mutagenicity assay. The results of the angiogenesis assay indicated that the latex of H. obovatus
at concentrations 1: 2, 1: 5, 1:10 and 1:20 pL showed a significant increase in the percentage
area of the vascular network in the MCA, when compared to negative (Water) and inhibitor
(Dexamethasone) groups. When compared to the positive control (Regederm) did not
demonstrate significant difference with the latex. In the Ames assay, the latex was tested at
three concentrations (1: 2, 1: 5 and 1:10 pL/plate). The results demonstrated that the latex of H.
obovatus presented mutagenic action in all concentrations. The antimutagenic analysis of the
latex at concentrations was compared with the positive control (sodium azide), the results of
concentrations 1: 2, 1: 5 and 1:10 did not decrease a significant decrease in the number of
revertant colonies (p> 0,05), But a considerable inhibition percentage was observed indicating
antimutagenic action of the latex of H. obovatus. The phytochemical composition of the latex
may indicate the reason for this antimutagenic effect, the presence of terpenes and iridoids. It
was concluded that the latex of H. obovatus showed angiogenic activity in all concentrations

tested and in the mutagenic activity in all concentrations tested.

Key words: Angiogenesis, Himatanthus obovatus, Chorioallantoic Membrane, Mutagenesis.
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1 INTRODUCAO

Desde as antigas civilizagdes, se tem relatos do uso das plantas medicinais, relatado
pelos historiadores como uma pratica de sobrevivéncia, para curar ¢ tratamento de doengas
(ANDRADE et al, 2008). Até os meados do século XIX, ainda ndo se diferenciava a medicina
popular, que era feita pela manipulacdo de plantas e extratos vegetais, com a medicina cientifica
que faz a manipulagao de medicamentos sintéticos (SCHENKEL et al., 2000). No Brasil, o uso
das plantas medicinais comecou pelos indios, europeus e africanos. Atualmente, essa pratica ¢
popular em sua cultura sendo passado pelas geracdes (GALLO & KOREN, 2001).

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas para uso de diversas doengas, como
anemia, doengas respiratorias, tlceras, verminoses, no auxilio da cicatrizagdo de feridas e entre
outras. A literatura tem mostrado que as plantas medicinais possuem intimeras atividades
comprovadas cientificamente como: analgésica, antitérmica, anti-inflamatoria, antialérgica,
antiparasitaria e antibacteriana (PARENTE et al, 2012).

E crescente o interesse pelos estudos de analise das substancias encontradas nas plantas,
pois estas tem apresentado varias atividades biologicas contra fungos, bactérias, virus e insetos
(MACIEL, 2002; JONES, 2004; FUKUMASU, 2008).

Entre essas plantas esta a Himatanthus obovatus a qual ¢ uma arvore de médio porte
arbustiva, que pertence & Familia Apocynaceae. E nativa do cerrado na regido Centro-Oeste ¢
nas savanas amazonicas; tendo como nome popular “leiteira”, “tiborna” ou “Pau de leite”
(CARMO, 2005).

Algumas propriedades terapéuticas do H. Obovatus relatados para o tratamento de
herpes, ulceras e verminoses. Também ¢ relatado pela populacao local que o latex do tronco
tem poder cicatrizante e germicida. Se faz uso da casca da raiz, da folha, da madeira, da raiz,
do latex do tronco e das folhas, sendo colocado com alto valor medicinal, na forma das
populares “garrafadas” (para tratar verminoses, infec¢do intestinal e como depurativo do
sangue) (COELHO, 2009).

A comercializagdo ¢ a utilizagdo do latex do H. obovatus desperta o interesse desta
planta para estudos e aplicagdes na medicina popular. Entretanto, as plantas medicinais ndo sdo
inofensivas quanto apresentam. Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram
mecanismos naturais de defesa, como a sintese de substancias quimicas toxicas e genotoxicas
contra-ataques de bactérias, fungos, insetos e animais predadores (CASTRO et al., 2004;

MELO-REIS et al., 2010).
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A angiogénese se define como a formagao de novos vasos sanguineos por um processo
de germinagdo de brotos endoteliais a partir de vasos capilares preexisténtes (GONZALEZ et
al., 2004). Este mecanismo esta presente em varios processos fisioldogicos como a cicatrizagao
de feridas, o desenvolvimento de tumores ¢ a embriog€nese. Estd presente também nos
processos patologicos como artropatias cronicas, inflamacdo cronica, psoriase, retinopatia
diabética, degeneragdo macular, angiofibroma, hemangioma, glaucoma vascular, crescimento
tumoral, disseminag@o metastatica e desenvolvimento de placa de ateroma (GONZALEZ et al.,
2000; SAFATLE et al., 2002; LIEKENS, 2001; NOY, 2014).

Os produtos utilizados na alimentacdo humana provenientes de vegetais podem também
apresentar o papel de agentes causais ou potencializadores no aumento da incidéncia do céncer,
mas alguns podem agir como anticarcinogénicos. Muitos compostos mutagénicos e
carcinogénicos podem estar relacionados a formacao de espécies ativas de oxigénio (EAO)
(BOREK, 1991; MOHAN & MELTZ,1994; ANDERSON et al., 1995).

A mutagénese revela a alteragdes hereditarias e ocasionais nos genes, essas mutagoes
sdo em grande parte prejudiciais ao ser humano por alterar o funcionamento fisiologico e danos
irreversiveis ao DNA (IARC, 2000; FUKUMASU, 2008). A populacao se faz o uso de diversas
substancias, sem ter o conhecimento do risco que estdo sendo expostas, como: agentes fisicos,
radiacdes ionizantes, agentes biologicos (virus, bactérias e parasitas), conservantes alimentares
industrializados e o uso de plantas medicinais.

Em virtude do intenso uso de plantas medicinais pela populagdo, destaca-se a
importancia de aumentar os estudos cientificos que validem seu uso seguro. Com esse
proposito, o presente estudo avaliou os efeitos das atividades angiogénica/antiangiogénica e

mutagénica/antimutagénica do latex de H. obovatus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas Medicinais

Os recursos naturais provindos dos vegetais s3o uma importante fonte de substancias
utilizadas pelo homem para o tratamento e prevencdo de varios tipos de doengas
(HALBERSTEIN, 2005). Essa pratica constitui-se como uma das mais antigas empregadas pelo
homem (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2008). Atualmente, os vegetais continuam sendo uma
fonte de medicamentos, tanto tradicionais quanto industrializados (ANDRADE et al., 2008).

De acordo com a Politica e Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
aproximadamente 80% da populagdo mundial utiliza remédios a base de produtos naturais como
recurso terapéutico e 85% destes faz o uso das plantas. A OMS estima que 252 drogas sdo
consideradas de uso basico, destas drogas 11% sdao provenientes de plantas ¢ um nimero
relevante sdo drogas sintéticas a base de produtos de origem natural (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

A diversidade da flora brasileira ¢ uma grande fonte de recursos terapéuticos, acessivel
a populacao (GLASER, 1999; BRISKIN, 2000). Atualmente, os fitoterapicos representam uma
forma alternativa para o tratamento de doencas em vdrias partes do mundo e uma fonte
inesgotavel de recursos naturais para obten¢do de novos farmacos. No Brasil a situagdo nao tem
sido diferente. A imensa biodiversidade da nossa flora tem propiciado uma procura cada vez
maior dos recursos advindos da natureza (SILVA et al., 2000).

O primeiro farmaco obtido dos vegetais foi a morfina da Papaver somniferum em 1803.
A partir dai, outras substancias foram isoladas, como por exemplo, a quinina ¢ a quinidina
obtidas da Cinchona spp, em 1819, e a atropina da Atropa belladona, em 1831, que passaram
a ser utilizadas em substitui¢ao aos extratos vegetais (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

A partir da década de 1960 a producdo sintética de farmacos foi impulsionada nas
industrias farmacéuticas. Ja em meados dos anos de 1980, o interesse pelos produtos naturais
aumentou, principalmente devido aos avangos cientificos associados a informatica, que
permitiram o desenvolvimento de metodologias com a finalidade de isolar substancias ativas a
partir de recursos naturais produzindo os fitoterapicos (RATES, 2001).

Apesar dos beneficios, os fitoterapicos podem ser prejudiciais, as plantas possuem
mecanismos naturais de defesa, como a sintese de substancias quimicas toxicas e genotoxicas.

Muitos desses compostos ja foram identificados como mutagénicos e carcinogénicos, entre
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esses, podem ser citados flavonoides, hidrazinas, furocumarinas, quinonas, alcaldides de

pirrolozidina e teobrominas (CASTRO et al., 2004; KHAN et al., 2005).

2.2 Plantas com atividade angiogénica

A angiogénese tem seus mecanismos controlados por fatores ativadores (angiogénicos)
e inibidores (antiangiogénicos), que se desenvolve quando acontece algum estimulo que induz
mudanca nas células endoteliais de um estado de quiescéncia para um estado de replicacdo e
migracdo, formando capilares (LIEKENS, 2001; SAFATLE et al., 2002). Os fatores
angiogénicos atuam seletivamente sem afetar as fungdes de outras células, atuando na alteragao
das caracteristicas das células estruturais do endotélio vascular, que-interagem com a matriz
extracelular por meio dos receptores de adesdo a superficie celular gerando o processo de
neovascularizagdo (LIEKENS, 2001).

Recentemente, tem dado énfase ao estudo das substancias provenientes de plantas que
apresentam propriedades angiogénica e antiangiogénica (JONES, 2004; FOLKMAN, 2004,
MELO-REIS et al., 2010; ARAUJO et al., 2015; BESSA et al., 2015).

As plantas com atividade angiogénica, possuem a capacidade de formar novos vasos
sanguineos através do estimulo de proliferacdo dos angioblastos, as plantas sdo usadas pela
populacdo para diversos tratamento como de isquemia e cicatrizacao de feridas. Em processos
patolégicos a angiogénese ocorre no crescimento tumoral, em doengas que ocorram
inflamacgdes e metastase (CHUNG, 2017). As plantas com atividade angiogénica Hevea
brasiliensis (seringueira), Stryphnodendron adstringens (barbatimao), Tabebuia impetiginosa
(Ipé roxo), Synadenium umbellatum (cola-nota) e Pterodon emarginatus (sucupira)
(ZIMMERMANN, 2007; MELO-REIS, 2010; LEMES, 2014; ARAUJO, 2015; CHAVES,
2016, MORAES, 2016;).

2.3 Plantas com atividade mutagénica e antimutagénica

As plantas possuem iniimeros compostos com diversas atividades desconhecidas, o seu
uso sem conhecimento acarreta graves problemas ao organismo. Se a planta possuir atividade
mutagénica ou quando administrada com outra substancia potencializando o efeito ao
organismo, causando danos ao DNA. As plantas com a atividade mutagénica conhecidas sao
Parthenium hysterophorus, Myrciaria tenella, Smilax campestris, Tripodanthus acutifolius e

Cassia corymbosa (VARANDA, 2000).
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Os produtos utilizados na alimentagdo humana que tem como origem as plantas, que
podem agir casualmente ou como potencializadores no aumento da incidéncia do cancer, mas
em alguns podem agir como anticarcinogénicos (ANTUNES, 1999; PERON et al., 2008).

Em contrapartida, existem nas plantas, substincias que apresentam propriedades
antimutagénicas como os beta carotenos (Vitamina A), acido ascorbico (Vitamina C), o
tocoferol (Vitamina E), polifenois, compostos sulfidricos, calcio, fibras, dentre outras (AMES,
1993; GOODMAN & GILMAN, 2003; CASTRO et al., 2004; HIRAMATSU et al., 2004).
Muitos compostos antigenotoxicos encontrados nos alimentos sdo agentes antioxidantes e
atuam sequestrando os radicais livres de oxigénio por serem moléculas instaveis e
quimicamente reativas, prejudicando a manuten¢do de muitas funcdes fisiologicas normais
(MOHAN & MELTZ, 1994; ANGELIS, 2001; KHAN, 2005).

As substincias antimutagénicas podem ser classificadas ou divididas em
desmutagénicos que sdo substancias que atua ao inativar as substancias mutagénicas antes que
elas atuem sobre o DNA e as substancias bioantimutagénicos tem a capacidade inibir a mutacao
por interferirem sobre os processos metabolicos de reparagao inerentes a célula (SLUPPHAUG

et al., 2003).

2.4 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae possui a maior quantidade de espécies e géneros dentro das
Angiospermas. S3o conhecidos atualmente um total de 424 géneros, distribuidos em 5 sub-
familias: Apocynoideae, Asclepiadoideae, Periplocoideae, Secamonoideae, e Rauvolfioideae
(ENDRESS, 2000; JUDD et al., 2002). E encontrada nas regides tropicais e clima temperado
em boa parte do planeta. No Brasil tem se uma vasta quantidade de espécies com cerca de 41
géneros ¢ 376 espécies. Grande parte das espécies produzem glicosideos cardiotonicos
responsaveis por agir diretamente no miocardio, usado principalmente no tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva (ALLORGE et al., 1981).

A presenca de vasos laticiferos para dificultar a agdo de herbivoros “autodefesa” ¢ uma
caracteristica distinta desta familia (SANTOS, 2016). As flores sdo em formato de espiral ou
l6bulos contorcidos e os frutos possuem muitas sementes e estdo em pares (CHAN et al., 2016).

Uma das caracteristicas da familia Apocynaceae ¢ a presenca dos alcaldides indolicos e
alcaloides indoloterpénicos, sendo presente especificamente na subfamilia Rauvolfioideae
(LIMA, 2005). As Apocynaceaes tém grande relevancia na pesquisa de novos farmacos, por

apresentar presenga de alcaloides. Os primeiros firmacos anticancerigenos comerciais dos
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alcaldides vinblastina, vincristina e derivados da Catharanthus roseus (pervinca) (MOURA &

AGRA, 1989).

2.4.1 Género Himatanthus

Este género foi descrito pela primeira vez pelo botanico australiano Joseph August
Schultes e Johann Centurius von Hoffmannsegg no ano de 1819. Em seguida, o botanico
Woodson realizou uma expedicao aos herbarios brasileiros e coletou material em diferentes
regides do Brasil e América do Sul, com a inten¢do de separar o género Plumeria e Himatanthus.
Woodson definiu o género Himatanthus que significa “manto de flor”. Caracterizando o género
Himatanthus como pertencente da familia Apocynaceae, subfamilia Rauvolfioideae
(MORAGAS, 20006).

O género Himatanthus possui caracteristicas distintas com duas bracteas amplas e
persistentes envolvendo os botdes florais. Dentro do género Himatanthus existem dois
subgéneros inseridos em sua taxonomia: o Obovatae, que apresenta folhas obovais e oblongas
e o limbo arredondado a obtuso na base, o Lanceolatae com folhas oblanceoladas ou espatuladas
com base aguda mais ou menos atenuada no peciolo, em suas folhas possui como caracteristica

a presenca de lignanas e iridoide (MORAGAS, 2000).

2.4.1.1 Himatanthus obovatus

A espécie Himatanthus obovatus foi descrita na literatura em 1914 pelo botanico Miiller
Argoviensis, Johannes (Jean) e o americano Woodson, Robert Everard (IPNI, 2005).
Sua classificagdo botanica é:
Familia: Apocynaceae
Subfamilia: Rauvolfioideae Kostel
Tribo: Plumerieae E. Mey
Género: Himatanthus Willd. ex Schult
Subgénero: Obovatae Plumel
Espécie: obovatus (Muell. Arg.) Woodson.
Essa espécie vegetal ¢ encontrada na América do Sul, principalmente no bioma cerrado.
A familia Apocynaceae apresenta como caracteristica a produgao de latex para dificultar a acao

de herbivoros “autodefesa”. A maioria das espécies desta familia tem a presenca de alcaldides
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indodlicos e a subfamilia Rauvolfioideae tem a presenca de alcaloides indoloterpénicos (LIMA,
2005; SANTOS, 2016).

Sua caracteristica estrutural apresenta uma filotaxia alternada com folhas simples,
obovadas a elipticas, glabras ou papilosas, sésseis ou com peciolo curto. Quando as folhas caem
as glandulas que sobram ficam brancas ou amarronzadas (SANTOS, 2016). As glandulas
vegetais da H. obovatus secretam uma substancia leitosa (latex), que apresenta a forma
pegajosa, viscosa, brilhosa, recobre as gemas e tem coloragdo amarelada e marrom. Estas
glandulas sdo encontradas na face adaxial dos peciolos (LEITE, 2012).

Suas flores (Figura 1 e 2) s@o sésseis, hermafroditas, actinomorfas e pentameras
apresentando o centro com cor amarela e as laterais na cor branca. O fruto ¢ do tipo foliculo,

cilindrico, ligeiramente arqueado, em forma de chifre, polispérmico (CARMO, 2005).

Figura 1. Morfologia da flor e folha de H. obovatus: A) Flor inserida na por¢@o terminal de ramo, B)
fruto em forma de chifre, C) arvore de médio porte do género Himatanthus. Imagem disponivel em:
< http://www.plantaslaticiferas.ufc.br/photomadness/galleryl.html >. Acesso em: 17 fev 2017.

Durante os meses de dezembro e de janeiro a agosto ocorre a floragdo da Tiborna e de
outras espécies do cerrado. Possui uma deciduidade foliar semidecidual e as tragas sdo
responsaveis pelas guildas de polinizagao (BORGES, 2016).

Na medicina popular ¢ feito o cha com as folhas e as raizes usado como depurativo e
em ulceras estomacais e hormonal (COELHO, 2009). O latex ¢ usado nas “garrafadas” ou com
algumas gotas do latex na agua e por infusdo, para tratar tlceras estomacais e puro para
cicatrizagdo de feridas (SOUZA, 2016).

Foi identificado em suas folhas e raizes (Figura 2) estruturas isoladas da espécie H.

obovatus em sua estrutura quimica (presente na familia Apocynaceae) (LIMA, 2016).



Figura 2. Himatanthus obovatus: A) visdo geral da flor, B) arvore - primeira floragio.
Imagem disponivel em:
< http://www.iesambi.org.br/campoavancado.htm >. Acesso em: 14 fev. 2017.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar as atividades angiogénica / antiangiogénica e mutagénica /antimutagénica do

latex de H. obovatus.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a atividade angiogénica/antiangiogénica do latex de H. obovatus mediante realizagao
de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo experimental a membrana

corioalantdide do ovo embrionado de galinha (MCA).

- Avaliar o potencial mutagénico/antimutagénico do latex de H. obovatus pelo teste de
mutagenicidade e através do tratamento simultaneo do latex da planta e substancia sabidamente

mutagénica a Azida sodica para a cepa TA100 com a Salmonella typhimurium (teste de Ames).

- Caracterizagdo fisico-quimica do latex de H. obovatus, por meio da analise elementar,

determinagdo dos grupos funcionais e analises termogravimétricas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Latex do Himatanthus obovatus

O material foi coletado em area de cerrado no Brasil — Estado de Goias no municipio de
Marzagio, estado de Goias — Brasil (Anexo 1). Localizada a 604 metros de altitude, latitude de
17° 58 537, longitude de 48° 38° 53” ¢ a 206,8 Km da capital do Estado de Goids. A exsicata
do material contendo caule, folhas e frutos foi depositada e registrada na Unidade de
Conservacao/PRPPG, no Herbario da Universidade Federal de Goias — UFG, com o numero de
registro 49580.

Para a obtengao do latex, as folhas da Tiborna foram removidas diretamente da bainha,
e posteriormente o latex colhido. Em seguida, o latex foi acondicionado diretamente em potes

coletores, sem o uso de anticoagulante.

4.2 Teste da Angiogénese

4.2.1 Ovos embrionados de galinha

Foram analisadas 70 membranas corioanlant6éide do ovo embrionado de galinha (Gallus
domesticus). Os ovos foram obtidos da granja Sdo Domingos, Setor Vale das Pombas da cidade

de Aparecida de Goiania — Goias.

4.2.2 Substancias utilizadas

a) Controle inibidor. Solugdo de Dexametasona injetavel, na concentragdo de 4mg/mL - Aché
Laboratorios Farmacéuticos, Lote n®: 1510580, validade em setembro de 2017.

b) Controle negativo: Agua para Inje¢io, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: OUW, validade em
outubro de 2017.

¢) Controle positivo: Regederm® - Pele Nova Biotecnologia, Lote n°: 00134061, validade em
fevereiro de 2018.

d) Cloreto de Sodio 0,9%, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: CDI, validade: dezembro de 2017.
e) As solugdes testes do latex de H. obovatus foram diluidas em 4dgua destilada com seguinte

titulagdo 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20.
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4.2.3 Procedimento experimental para avaliacdo “in wvive” da atividade

angiogénica/antiangiogénica.

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automatica a temperatura
de 37°C e com umidade entre 60 e 70%, durante os dezesseis dias de incuba¢do. No quinto dia
de incubacao foi realizado, na casca do ovo, uma abertura circular, com auxilio da micro-retifica
de Dremel. Este procedimento foi realizado dentro de uma cdmara de fluxo laminar, em
ambiente previamente esterilizado com luz ultravioleta.

Ap0s a realizagdo da abertura da casca do ovo foi depositado uma gota (NaCl 0,9%
p/v), expondo a MCA ja vascularizada. A abertura foi vedada com fita adesiva e o ovo foi
novamente incubado.

Ao final do 13° dia de incubagdo, discos de papel filtro, veiculando a solugao do latex
testada e com os controles (negativo, indutor, inibidor), foram depositados diretamente sobre a
membrana. Todos os ovos voltaram para a incubagdo até o 16° dia, quando foram retirados.

Todas as MCAs foram fixadas com solucdo de formol (3,7 % v/v) por 5 minutos,
cortadas detalhadamente e retiradas mantidas em placa de Petri com solucdo de formol a 10%.
Em seguida, as fotografias foram obtidas por equipamento digital, em tamanho 640x480 pixels
e formato de RGB 24 bits, padronizados com objetivo de analisar e quantificar a rede vascular

(WILTING et al.,1992; BEIINUM, 2008).

4.2.4 Analise histologica

Foram analisadas 35 MCAs sendo os grupos: controle positivo (Regederm), negativo
(H20), inibidor (Dexametasona) e substancia teste nas concentragdes de 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20.
Foi analisado 5 membranas em cada controle e tratamento. As MCAs do ovo de galinha com
uma rede vascular neoformadas foram fixadas em solug¢@o de formaldeido a 10% e incluidas
em bloco de parafina. Em seguida, os blocos foram cortados a 5 um de espessura no micré6tomo
Spencer ¢ corados com hematoxilina —eosina. O material foi analisado em microscopio da
marca Nikon de luz comum em aumento de 10x e 20x. Analisou os seguintes parametros:
quantidade de vasos sanguineos, infiltrado celular, tamanho dos vasos sanguineos e picnose
celular. Cada parametro foi classificado pela intensidade. Os resultados foram classificados pela
intensidade de cada parametro: ausente (0), discreto (1), moderado (2) e intenso (3) (RIBATTI
etal., 1996, CARNEIRO, 2016).



23

O software AngioQuant versao 6.5 foi utilizado para mensurar o comprimento, calibre,
numero de jungdes e numero de complexos dos vasos sanguineos formados na membrana

corioalantoide do ovo embrionado de galinha (NIEMISTO, 2005; REMA, 2012)

4.2.5 Analise dos resultados

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software BioEstat versao 5.3. Em
cada grupo foram analisadas 70 membranas, sendo 10 de cada grupo. A diferenca entre os
controles e as diferentes concentragdes pela analise de varidncia ANOVA — teste de Tukey. As
diferencas entre os grupos (controles e teste) foram considerados significativos os valores de p

<0,05.

4.3 Teste de Mutagenicidade de Ames em cepas de Salmonella typhimurium

4.3.1 Cepas bacterianas

Foi utilizada a cepa bacteriana de Salmonella typhimurium:

e TA-100 (mutagdes pontuais).

4.3.2. Solucoes, Reagentes e meios de Cultura

Solucio de sais de Vogel-Bonner
e Sulfato de magnésio P. A. (1 g), acido citrico monohidratado P.A. (10 g), fosfato de
potassio dibasico P. A. (50 g), fosfato de sdédio € amodnio P. A. (17,5 g), agua destilada
(65 mL).

Solucio de Dextrose 40%
e Dextrose P. A. (60g), agua destilada (90 mL).

Meio Minimo Glicosado (placa-teste)
e Agar (15 g), solugdo de sais de Vogel-Bonner (20 mL), solugdo de dextrose (50 mL),
agua destilada (930 mL).
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Para a preparacdo das placas-teste contendo o Meio Minimo Glicosado, foram
distribuidos 25 mL do meio de cultura em placas de Petri as quais permaneceram por 12 horas

em estufa a 37°C.

Solucoes de histidina e biotina
e Histidina (50 mg), agua destilada (10 mL).
e Biotina (18 mg), agua destilada (125 mL).

Placa Master
e Agar (7,5 g), agua destilada (500 mL), solugdo de sais de Vogel-Bonner (10 mL),
solucao de dextrose (25 mL), solugao de biotina (3 mL), solug¢ao de histidina (5 mL).

Tracos de histidina e biotina

e Biotina (30,9 mg), L-Histidina (24 mg), 4gua destilada (250 mL).

Agar de superficie (top-agar)
e Agar Bacto (0,6 g), cloreto de Sodio (NaCl) (0,5 g), solugdo de histidina/biotina (10
mL), agua destilada (250 mL).

Caldo Nutritivo
e Caldo Nutritivo (2,5 g), 4gua destilada (100 mL).

Controle Positivo:

e TAI100 - Azida sodica (0,005 ng), agua destilada (1mL).

Controle Negativo:

e TA 100 - Agua destilada estéril
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4.3.3 Procedimento Experimental do Teste de Ames

A estirpe de Salmonella typhimurium TA100 foi incubada em caldo nutritivo, a 37°C,
sob agita¢do constante durante 12 horas, atingindo a fase estacionaria de crescimento. Na
avaliacdo da atividade mutagénica, as aliquotas das culturas “pernoite” de S. fyphimurium de
TA-100 foram incubadas com diferentes concentragcdes de 1:2, 1:5 ¢ 1:10 do latex de H.
obovatus, durante 25 minutos, em tubos em triplicata com agitacdo constante. Na avaliagao da
antimutagenicidade, o controle positivo (1,5 pg de azida sodica) foi coadministrado com as
diferentes concentragdes 1:2, 1:5 e 1:10 do latex de H. obovatus. Apos a incubagdo, foi
adicionado 4gar glicosado liquefeito a temperatura de 45°C, contendo solucdo de
histidina/biotina (0,5 mM). O contetdo foi transferido para as placas de Petri, em triplicata,
contendo meio MEVB so6lido (meio minimo glicosado), em seguida foram incubadas a 37°C,
durante 48 horas em estufa de demanda bioquimica de oxigénio (BOD). Apods este periodo,
foram contados os nlimeros de coldnias revertentes prototroficas para histidina, considerando-
se a média aritmética dos resultados entre as placas, apresentados pela média do nimero de
revertentes prototroficas de cada experimento independente realizado em triplicata (MARON

& AMES, 1983).
4.3.4 Analise dos resultados

Para avaliagdo da mutagenicidade apos a contagem do nimero de revertentes, foi
calculada a razdo de mutagenicidade (RM) para cada dose utilizada. Para calcular a RM,

utilizou-se a equagao:

RM = média do n° de revertentes por placa teste (espontineos + induzidos)

média do n° de revertentes por placa do controle negativo (espontaneos)

Considera-se como resultado positivo para mutagenicidade quando o numero de
coldnias revertentes nas placas teste for igual ou superior ao dobro do niimero de coldnias
revertentes espontaneas do controle negativo (MARON & AMES, 1983). Os resultados foram
avaliados pelo teste estatistico ANOVA e post hoc Tukey e o valor de p<0,05 foi considerado
significativo.

Para avaliacdo da antimutagenicidade, foi avaliada pelo teste estatistico ANOVA post

hoc Tukey. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo quando comparado ao controle
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positivo. A analise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS. A porcentagem de

inibicdo da mutagenicidade (PI) foi calculada utilizando-se a seguinte equagao:

n.de revertentes na placa teste — RE
PI(%) = [1 - ( )] x 100

n.de revertentes na placa do controle positivo — RE

Placa teste: placas incubadas com mutageno e composto.
Placa do controle positivo: placa incubada somente com o mutageno.

RE: revertentes espontaneos (cepas testes incubadas na auséncia de composto e mutageno).
4.4. Analise fisico-quimica
4.4.1 Analise elementar

A determinagdo empirica de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) nas amostras foi
realizada no equipamento Analyser Organic Elementar, Flash 2000, Thermo Scientific. A
amostra ¢ submetida a degradacdo térmica em atmosfera de oxigénio e os gases provenientes

s30 analisados por condutividade térmica (ARAGAO, 2006; PEREIRA, 2011).
4.4.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (IV-FT)

A determinagdo dos grupos funcionais da amostra foi realizada pela espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier. A andlise foi realizada no equipamento da marca
Perkin Elmer, modelo Spectrum 400 TF-IR, no modo de Refletancia Total Atenuada, o espectro

foi adquirido na faixa de 400 a 4000 cm.
4.4.3 Analises termogravimétricas (TG)

As analises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento de
termogravimetria da marca Shimadzu modelo DTG-60H. As amostras foram aquecidas da
temperatura ambiente até 800 °C a uma taxa de 10 °C.min"!, com fluxo de nitrogénio de 50

mL.min’!, utilizando-se um cadinho de alumina.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade angiogénica/antiangiogénica do latex extraido de H. obovatus

pelo ensaio em MCA.

Foram analisadas 10 MCAs por grupo, a atividade angiogénica do latex extraido do H.
obovatus nas concentracdes de 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20 na MCA. Utilizou-se como controle
negativo (agua destilada), controle inibidor (dexametasona) e controle positivo (Regederm® —
Pele Nova Biotecnologia). As redes vasculares das membranas foram analisadas ap6s 72 horas
de tratamento dos controles e teste (MELO-REIS et al., 2010; CHAVES et al., 2016). As médias

e os desvios padroes estdo apresentados na tabela 1 e figuras 3 e 4.

Tabela 1. Médias e desvios padrdes obtidos na mensuragao do comprimento, calibre, nimeros
de jungdes e complexos dos vasos sanguineos.

Numero de N°de
juncgdes Complexos

45459 £ 1606,1 17064,7 £ 9239,5 96,8 £ 71,9 35+49

Grupos Comprimento Calibre

Controle Positivo

(Regederm®)?
Controle Inibidor

b 3773,3+2106,2 21198,6 + 14156,6 61,4+49,5 12,9+4,2
(Dexametasona)
Controle
Negativo (H:0)° 33479 +751,4 14492,1 +5220,7 65,7+ 21,7 22,5+5.7
Latex 1:2 5119,8 £1517,7¢  20160,4 + 7381,92 137,4 + 67,7b¢ 33,7 +7,3b¢
Latex 1:5 6182 +1401,8%>¢  27078,3 + 14620,8%¢ 152 +77,1bc 257+ 62>
Latex 1:10 4107,7 +£2392,7 37617,8 £36779,8 104,4 + 88,4 26,3+10,72
Latex 1:20 5889.4 + 953,33 23823 +4117,5¢ 149,3 £48,7¢ 27 + 6,6°

ANOVA, Tukey

? p<0,05 quando comparado com controle positivo;
® p<0,05 quando comparado ao inibidor;

¢ p<0,05 quando comparado ao controle negativo.

Os resultados do comprimento dos vasos do latex de H. obovatus nas concentragdes de
1:5 e 1:20 apresentaram significativamente maior quando comparado ao controle positivo
(p<0,05). As concentragdes 1:5 e 1:20 do latex de H. obovatus apresentou o comprimento dos
vasos significativamente maior quando comparado ao controle inibidor (p<0,05). Quando

comparado ao controle negativo o comprimento dos vasos do latex de H. obovatus nas
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concentragdes de 1:2, 1:5 e 1:20 apresentaram significativamente maior em relacdo ao controle
negativo (p<0,05).

O calibre dos vasos do latex de H. obovatus nas concentracdes de 1:2 e 1:5 apontou
resultado significativamente maior quando comparado ao controle positivo (p<0,05). Os
resultados das concentragdes 1:5 e 1:20 do latex de H. obovatus apresentaram
significativamente maior quando comparado ao controle negativo (p<0,05).

O numero de jungdes das MCAs tratadas com o latex de H. obovatus nas concentracdes
de 1:2, 1:5 e 1:20 do latex de H. obovatus apresentaram diferenca significativa quando
comparados controle negativo e controle inibidor (p<0,05).

O resultado do numero de complexos encontrados no latex de H. obovatus na
concentragdo 1:5 demonstrou significativamente maior ao controle positivo e controle inibidor
(p<0,05). A concentracdo de 1:10 do latex de H. obovatus demonstrou significativamente maior
ao controle positivo (p<0,05). As concentragdes 1:2 e 1:20 do latex de H. obovatus
apresentaram significativamente maior ao controle inibidor e controle negativo (p<0,05).

Os resultados da quantificagdo estdo representados no grafico 3 e figura 4.
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Figura 3. Gréfico Box Plot dos valores do comprimento, calibre, jungdes e nimero de complexos das
MCAs obtidas apds tratamento com o latex de H. obovatus e controles.
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Dexametasona
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Figura 4. Imagens representativas da rede vascular formada na regido Membrana corioalantéide (MCA)
apos tratamento com o latex de H. obovatus. As imagens de MCA no software Angioquant (segunda
linha das imagens).
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5.2 Analise histologica da membrana corioalantéide

Na andlise histologica das membranas obtidas no ensaio da angiogénese, foram
considerados para avaliagdo, quatro parametros: presenga de vasos sanguineos, infiltrado

celular, picnose celular e tamanho dos vasos. Os dados estdo demonstrados na tabela 2.

Tabela 2 - Analise histologica das MCAs apresentando Média + desvio padrao (DP) dos
parametros histologicos classificados em uma escala de 0-3.

Tratamento L Vasos Infiltrado Picnose Tamanho
H sanguineos Celular Celular dos Vasos
Controle Positivo
+ + + +

(Regederm®): 2,8+0,5 3,0£0 3,0£0 2,8+0,5
Controle Inibidor 1,640,5 12404 1,4+0,5 12404
(Dexametasona)
Contr;ﬂe Negativo 2,040 18404 1.440.5 2040
(H0
Latex 1:2 2,6 £0,5%¢ 3,0+£00b¢ 2,6 £0,55¢ 2,6 £0,5%¢
Latex 1:5 2,5+ 0,6b¢ 2,5+ (Qbe 2,8+0,5b¢ 2,0+ 0P
Latex 1:10 3,0 £ 0b¢ 2,8 £0,4b¢ 2,6 +£0,5b¢ 2,8 +0,45¢
Latex 1:20 2,8 +0,55¢ 3,0£00b¢ 3,0+ 0P 2,8 +£0,55¢

ANOVA, Tukey

? p<0,05 quando comparado com controle positivo ;
® p<0,05 quando comparado ao inibidor;

¢ p<0,05 quando comparado controle negativo.

Os resultados demonstraram um aumento de vasos sanguineos em todas as
concentracdes do latex de H. obovatus quando comparado ao controle negativo e controle
inibidor (p<0,05). A presenca de infiltrado celular nas MCAs em todas as concentragdes do
latex de H. obovatus foi significativamente maior em comparacgao controle negativo e controle
inibidor (p<0,05). Também observou-se a presenca picnose celular nos grupos testes
demonstrando significativamente maior aos valores encontrados no controle inibidor e controle
negativo (p<0,05). O tamanho dos vasos do latex de H. obovatus nas concentragdes 1:2, 1:10 e
1:20 apresentaram significativamente maior ao controle negativo e controle inibidor (p<0,05)
e na concentracdo 1:5 do latex de H. obovatus apresentou significativamente maior quando
comparado ao controle inibidor (p<0,05). As imagens demonstram a analise da Fotomicrografia

na figura 5 e 6.
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Figura 5. Fotomicrografia dos cortes histologicos da MCA. Foram analisadas cinco membranas de cada
grupo coradas com hematoxilina-eosina (HE), (A) controle positivo (Regederm®), (B) controle inibidor
(Dexametasona), (C) controle negativo (Agua).
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Figura 6. Fotomicrografia dos cortes histologicos da MCA. Foram analisadas cinco membranas de cada
grupo coradas com hematoxilina-eosina (HE), (D) latex concentracdo 1:2, (E) latex concentragdo 1:5,
(F) latex concentracdo 1:10, (G) latex concentrac@o 1:20. As setas pretas indica a presenca de elementos
inflamatorios e as setas vermelhas indica a presenca de vasos sanguineos.
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5.3 Teste de mutagenicidade de Ames

Tabela 3. A média e o desvio padrao (DP) obtidos de trés experimentos independentes em
triplicata das colonias revertentes de histidina, indice mutagénico (MI) e percentagem de
inibi¢do (PI) de mutagenicidade da estirpe do teste de S. typhimurium - TA100. Tratamento
realizado com doses do latex de H. obovatus.

Tratamento Mutagenicidade Antimutagenicidade
TA 100 TA 100

Média+DP  RM Média + DP (f;:)

Controle Negativo! 28,7+ 11,7 1,0 56,3 +62,9 -

Controle Positivo? 1069,3 + 41,5 37,3 1448,7 £ 644,2 -
Latex —1:2 428 £ 11,54 14,9 781,3 £223,8P 46,1
Latex — 1:5 2753 £202,24 9,6 653,3 £ 198,5P 54,9
Latex — 1:10 120,3 +113,34 4,2 583 +237,2P 59,8

10 pl de 4gua destilada; 2 1,5 pg de Azida sédica para TA100.

Mutagenicidade: * Existe diferenca significativa quando comparado ao controle negativo (p<0,05) e

B Nio existe diferenca significativa quando comparado ao controle negativo (p>0,05).
Antimutagenicidade: € Existe diferenca significativa quando comparado ao controle positivo (p<0,05)
e P Nio existe diferenca significativa quando comparado ao controle positivo (p>0,05).

Analise estatistica: teste de ANOVA post hoc Tukey.

A Tabela 3 mostra os resultados da avaliagdo mutagénica e antimutagénica do latex
de H. obovatus no teste de Ames. Os resultados foram obtidos a partir de trés experimentos
independentes realizados em triplicata.

Na avaliacdo da mutagenicidade, as concentragdes do latex (1:2, 1:5e 1:10 pL/placa)
apresentaram um aumento no numero de revertentes prototroficas para a cepa testada TA100.
Os resultados apontaram uma diferenga significativa entre o controle negativo e as diferentes
concentragdes do latex, pelo teste ANOVA post hoc Tukey (p<0,05). Em todas as
concentragcdes do latex observou-se uma RM > 2. O maior valor de RM foi obtido na
concentracdo 1:2 pL/placa, na qual observou uma RM = 14,9. O latex de H. obovatus
apresentou efeito mutagénico em todas as concentragdes testadas.

A analise antimutagénica do latex de H. obovatus mostrou que todas as concentracoes
(1:2, 1:5 e 1:10 pg/placa) co-tratadas com azida sddica causou uma diminuicdo do niimero de
revertentes prototroficas em comparagdo com o controle positivo. No entanto, esta diminui¢ao
ndo indicou uma diferenca significativa entre o controle positivo e as diferentes concentragdes

do latex (p>0,05). A maior porcentagem de inibi¢do de mutagenicidade (PI) foi observada na
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concentragcdo de 1:10 uL/placa do latex de H. obovatus, onde observou-se uma PI = 59,8%.

Estes resultados sugerem um efeito antimutagénico do latex de H. obovatus.
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5.4 Analise fisico-quimica

As analises foram realizadas em duas amostras distintas: 1) Latex de H. obovatus
estabilizado com amoénia (Lt); ii) Biomembrana de mangabeira (Bm). A biomembrana de
mangabeira foi utilizado como controle, para comparar com o latex de H. obovatus.

Na analise elementar os resultados obtidos para a analise elementar das amostras estiao

representadas na tabela 4:

Tabela 4: Resultado da determinag@o empirica de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio para as
amostras do latex de de H. obovatus e da biomembrana de mangabeira (Bm).

Amostras Nitrogénio (%) Hidrogénio (%) Carbono (%) Outros (%)
Latex H. obovatus (Lt) 1 9 64 26
Latex Mangabeira (Bm)"* 4 8 53 35

Valores representam a média das analises em triplicata. * Dados obtidos de Magno, 2013.

A composi¢ao percentual de hidrogénio em Lt e Bm foi bastante similar, 9 e 8%,
respectivamente. A relagdo da composi¢ao percentual da parte lipofilica e hidrofilica, dada pela
razdo entre %C e %N foi maior para Lt que Bm, 64 contra 13,25. Isto pode indicar que Lt tenha
carater mais lipofilico e Bm hidrofilico.

Foi possivel verificar no espectro de IV-FT, mostrado na figura 7, que as duas amostras
possuem espectro bastante similares. As bandas referentes a 3444, 1642 e 660 referem-se a
dgua. As bandas entre 2960 e 2859 cm™! sdo atribuidas ao estiramento da ligagdo C-H de
carbono sp’. As bandas em 1448 cm™ e 1375 cm! sdo atribuidas aos dobramentos das ligagdes

CH: e CH3, respectivamente.
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Figura 7: Espectro de [V-FT para as amostras de Bm e Lt.

Nas curvas TGA apresentadas na Figura 8, observamos um padrao muito similar entre
as amostras analisadas, que podem ser separadas em trés etapas: uma primeira com uma perda
significativa de massa de cerca que ocorre abaixo de 150°C e que corresponde a desidratacdo
inicial da amostra. Além disso, também podem estar associadas a liberagao de subprodutos de
baixa estabilidade térmica presentes no latex, como proteinas, aminoacidos, carboidratos,
lipidios e acidos nucléicos. A segunda etapa, de 150 a 380°C que pode estar associada a
formacdo de novos produtos (aldeidos e cetonas). Na figura 8 na terceira etapa onde
praticamente toda a massa ¢ consumida que se encerra por volta de 470°C e pode estar

associadas a degradagao das cadeias poliméricas mais estaveis (MAGNO 2013).
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Figura 8: Curvas TGA das amostras analisadas.
Desta forma, comparando os resultados das duas amostras, percebe-se grande

semelhan¢a quimica e estrutural entre os compostos analisados e que consequentemente

sugerem a possibilidade de terem propriedades e resposta biologica semelhantes.
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6 DISCUSSAO

Entre as inumeras espécies de plantas de uso medicinal no Brasil, destacam-se as plantas
lactiferas. A espécie H. obovatus ou Tiborna como ¢ conhecida pela populacdo local desperta
o interesse de estudo desta planta para confirmar as propriedades terapéuticas e aplicagdes na
medicina popular. Sendo manipulado pela populacdo sem comprovagdo cientifica. O
crescimento da procura popular pelo latex de H. obovatus, em toda a regido, ¢ devido
principalmente ao interesse pela utilizagao do latex como cicatrizante. Este estudo avaliou os
efeitos das atividades angiogénica/antiangiogénica e mutagénica/antimutagénica do latex de H.
obovatus.

Na avaliacdo da atividade angiogénica o comprimento dos vasos, calibre, juncdo e
numero de complexos da MCA. Ao analisar o comprimento dos vasos os resultados do latex de
H. obovatus nas concentragdes de 1:5 e 1:20 apresentaram resultados relevantes em comparagao
com o controle positivo. As concentragdes 1:2, 1:10 do latex de H. obovatus apresentou o
comprimento maior ao controle inibidor e a concentragdo 1:5 ao controle negativo.
Demonstrando o potencial do latex na indug@o da neoangiogénese como observado no aumento
do comprimento dos vasos. Estes vasos sanguineos imaturos sdo provenientes do recrutamento
de células murais que ficam proximas da membrana basal, contribuindo para o aumento do
tamanho dos vasos (REMA, 2012).

O calibre dos vasos sanguineos e o nimero de juncdes do latex de H. obovatus nas
concentragdes de 1:2, 1:5 e 1:20 apresentou atividade angiogénica. As jun¢des demonstra a
formag@o de cada ramo em menor calibre e a formagao de novos vasos. O calibre e as jungoes
dos vasos assegura uma circulagdo colateral, para manter o fluxo sanguineo entre os vasos
garantindo a troca de substancias com os tecidos (GUYTON, 2006).

O resultado do numero de complexos que representa a média de cada vaso sanguineo
quantificado pelo software Angioquant, encontrou em todas concentracdes no latex H. obovatus
a inducdo da angiogénese na MCA. A formacdo de novos vasos ao atingir os capilares conduz
em maior propor¢do nutrientes e de absor¢ao na troca de substancias (REMA, 2012).

Ao analisar a histologia das MCAs, no ensaio de angiogénese também avaliou os vasos
sanguineos, picnose celular, infiltrado celular e o tamanho dos vasos perante os resultados
também apresentaram atividade angiogénica, caracterizando a presenca de elementos
inflamatorios. A literatura ressalta a relevancia de uma analise cuidadosa da histologia da MCA,
ao identificar nos resultados a presenca de um infiltrado perivascular junto com uma reacao

hiperplasica (RIBATTI, 2006).
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Um importante fator que permite explicar a angiogénese detectada neste estudo esta na
composi¢ao do latex de H. obovatus. A presenga de iridoides, ésteres, ligninas, glucitol e
terpenos ja foram detectados na espécie de H. obovatus (LIMA, 2005). Os componentes de
latex como os iridoides (catalpol), por exemplo, foram descritos ao apresentar no processo
inflamatorio os iridoides faz uma interconex@o que envolve o aumento da migracdo e da
proliferacdo de células inflamatorias na ag@o regulatoria de citocinas e de fatores de crescimento
e acdo hepatoprotetora contra agentes toxicos (VALE, 2014).

Estudos farmacoldgicos demonstraram que estas substancias sdo responsaveis pela
atividade analgésica, baixa toxicidade reprodutiva e teratogénica em animais e efeito
cicatrizante (PAZ, 2013; VALE, 2014). Foi identificado na casca, folhas e no latex de H.
obovatus os triterpenos B-amirina e acetato de lupeol em sua casca, na folha identificaram a
presenca de B-amirina e acetato de lupeol. Em suas folhas encontraram-se flavonoides a
isoquercitrina. Os iridéides (casca) plumierideo (MORGAGAS, 2006).

O plumierideo, o iridoide e o lupeol apresentam um papel fundamental no processo anti-
inflamatorio, desencadeando o recrutamento de leucocitos para o local da inflamacdo e
acelerando o processo de reparacdo na cicatrizagdo (SALEEM, 2009). Os iridoides estdo
presentes em uma quantidade consideravel de remédios populares como: sedativos, febrifugos,
cicatrizantes e hipotensivos. Confirmando o uso pela populagdo para os mesmos fins
terapéuticos na medicina popular (MORAGAS, 20006).

Estudos apontam que compostos triterpenos apresentam importantes propriedades
bioldgicas uma vez que atuam na inibi¢do da enzima COX-2 a qual possui um papel regulatério
no processo de angiogénese por meio da inducdo do Fator de Crescimento do Endotélio
Vascular (VEGF), assim essa proteina vai estimular a formag¢ao de novos vasos sanguineos
(GRUDZINSKI et al., 2006; PARENTE, 2012).

Neste sentido, infere-se que o latex de H. obovatus tem envolvimento com a atividade
angiogénica uma vez que seus compostos sdo excelentes mediadores pro-inflamatorio,
estimulando de modo rapido a produgdo de fatores de crescimento, além de promoverem a
neovascularizagdo (LIMA, 2005; PARENTE, 2012)

Em relacdo a atividade mutagénica do latex de H. obovatus, foi possivel verificar neste
estudo que o mesmo apresenta efeito mutagénico em cepa de S. typhimurium nas concentragdes
de 1:2, 1:5e 1:10.

Paz et al., (2013) detectaram que o latex de Himatanthus sucuuba, apresenta atividade

mutagénica através dos testes Allium cepa e Cometa nas concentracdes de 2g/100mL e
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3g/100mL. Além disso, este latex possui significante mutagenicidade pela presenga de
micronucleos e aberragdes cromossdmicas em linfocitos humanos nestas mesmas doses.

Segundo Wood et al., (2001), o latex do género Himatanthus apresenta uma lactona,
denominada iridoide plumierideo, a qual apresenta potencial efeito lesivo ao DNA, além de
inibir em até 50% o crescimento de células neoplasicas durante a fase G1 (WOOD et al., 2001;
OLIVEIRA, 2013).

O plumierideo possui propriedades inibitoria de crescimento de plantas e potencial
antifungico e o plumierideo iridoides ¢ considerada substancia ativa do latex de H. obovatus
em sua estrutura possui esterilizacao da unidade glicosidica, amidacdo e hidrolise de éster
desencadea a formacao de derivados que demostraram aumento da citotoxidade (DOBHAL et
al., 2004).

Em outro estudo, com o latex do Himatanthus articulatus também ndo ocorreu um
aumento da frequéncia de danos ao DNA através dos ensaios cometa e micronucleo em medula
ossea de camundongos. O efeito protetor contra danos ao DNA induzidos pelo peréxido de
hidrogénio ¢ verificado no latex desta espécie (REBOUCAS et al., 2013).

A analise antimutagénica do latex de H. obovatus mostrou que as concentragdes 1:2 e
1:5 e 1:10 levou a uma diminui¢do do nimero de revertentes prototroficas, mas nao apresentou
diferenca significativa (p>0,05). Entretanto levando em consideracdo a diminui¢do do nlimero
de revertentes e a PI obtida, podemos inferir que o latex de H. obovatus possui atividade
antimutagénica. A composicdo fitoquimica do latex pode indicar o motivo deste efeito
antimutagénico, a presenca de terpenos e iridoides tem sido relatada correm no latex de
diferentes espécies Himatanthus (LIMA, 2005; OLIVEIRA, 2013).

Na analise fisico-quimica o latex de H. obovatus apresentou uma composicao percentual
de nitrogénio, carbono e hidrogénio de 74% e restando 26% de outros componentes. O latex de
H. obovatus expressou um perfil lipofilico. Esta analise fisico-quimica por ser um teste rapido
realiza uma analise rapida de substincias ainda nao estudada. Demonstrando uma grande
importancia para a analise e isolamento de principios ativos presente no latex de H. obovatus,
para um direcionamento na fabrica¢do de novos medicamentos.

Na analise de TGA analisou o comportamento da amostra na presenca de altas
temperaturas ¢ IV-FT as transi¢cdes vibracionais entre as posi¢des de energia das moléculas.
Nos dois testes o latex de H. obovatus apresentou-se estavel até atingir 470°C, onde toda a sua
massa foi consumida e a presenca de agua nas bandas 3444, 1642 e 660. A similaridade com a

biomembrana da mangabeira se deve por pertencerem a familia Apocynaceae.
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Portanto, o presente trabalho diante dos resultados sugere o uso topico do latex de H.
obovatus para cicatrizacao de feridas, ressaltando o uso em baixas concentragdes devido a agao

mutagénica.
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7 CONCLUSAO

Através dos métodos aplicados neste estudo, concluiu-se que o latex de H. obovatus
apresentou atividade angiogénica em todas as concentragdes.

O latex de H. obovatus apresentou agdo mutagénica em todas as concentragdes testadas
com a cepa bacteriana mutante de Salmonella typhimurium TA100.

O latex de H. obovatus apresentou agdo antimutagénica significativa, ao analisar as
revertentes ¢ a PI analisada nas concentracdes, utilizadas quando em meio ao tratamento
simultdneo com a substancia mutagénica a Azida sddica na Salmonella typhimurium TA100.

Demonstrou carater lipofilico na andlise fisico-quimica, com resultados semelhantes a

biomembrana da mangabeira.
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ANEXOS

Anexo 1 — A exsicata do material depositado e registrado na Unidade de Conservagao/PRPPG,

no Herbario da Universidade Federal de Goias — UFG, com o nimero de registro 49580.
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