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CHAVES, D.A.; LEMES, S.R.z; ARAUJO, L.A.z;; SOUSA, M.A.M.";FREITAS, G.B."; LINO-JUNIOR, R.S.3;
MRUE, F.'; MELO-REIS, P.R.".

'Pontificia Universidade Catdlica de Goias, Laboratoério de Estudos Experimentais e Biotecnoldgicos, Rua 232,
ne 128, 3° andar, Goiéania-GO, Brasil, CEP 74605-140. 2Universidade Federal de Goias— UFG, Av. Esperanga,
s/n— Setor Itatiaia, Campus Samambaia, Goiadnia-GO, Brasil, CEP 74690-900. sUniversidade Federal de Goias.
Instituto de Patologia Tropica e Saude Publica. Laboratério de Patologia Experimental., Rua 235 S/N, Setor
Universitario, Goiénia — Goias. *Autor para correspondéncia: susy_nzr@gmail.com

RESUMO: O Barbatimao (Stryphnodendron adstringens) planta medicinal encontrada no
bioma Cerrado apresenta propriedades fisico-quimicas que lhe garante importantes atividades
farmacoldégicas tais como: anti-inflamatéria, analgésica e uma atividade protetora da mucosa
gastrica. A casca do tronco € a principal matéria-prima usada para o desenvolvimento de produtos
medicinais. Neste estudo, o objetivo foi investigar a influéncia da solugdo aquosa da casca do
barbatim&o no processo de formagédo de vasos sanguineos na membrana corioalontoide de
ovo embrionado de galinha. Foram utilizadas 30g da casca triturada em um litro de agua. Este
processo permitiu a obtengao da Solugdo Aquosa de Barbatimao - SAB em uma concentracao
de 30mg/mL. A atividade angiogénica da solugéo aquosa do barbatiméao foi avaliada mediante
realizagdo de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo experimental a membrana
do ovo embrionado de galinha (MCA). Utilizou-se como controle indutor o Regederm®, o qual
apresenta atividade angiogénica conhecida. Os resultados demonstraram que a SAB apresentou
um percentual de vascularizagdo na MCA de (50.4%) n&o tendo diferenca (p>0,05) aos valores
detectados no controle indutor (52,9%). Com os resultados obtidos, percebe-se que o barbatiméo
apresenta atividade angiogénica no modelo experimental utilizado.

Palavras chave: Angiogénese, barbatimdo, membrana, ovo.

ABSTRACT: Angiogenic activity of the aqueous solution of Barbatimao (Stryphnodendron
adstringens).The Barbatimao (Stryphnodendron adstringens) medicinal plant found in the
Cerrado biome has physicochemical properties which guarantee important pharmacological
activities such as anti-inflammatic, analgesic and protective activities of gastric mucosa. The
bark of the trunk is the main raw material used for the development of medicinal products. In this
study, the objective was to investigate the influence of the aqueous solution of barbatimao bark in
the formation of blood vessels in the membrane of embryonated chicken egg corioalontoid. 30g
of shredded bark was used in one liter of water. This process enabled the obtention of aqueous
Barbatim&o - BSA at a concentration of 30mg / ml. The angiogenic activity of the aqueous
solution of barbatimao was assessed by laboratory testing “in vivo”, using the chorioallantoic
membrane of embryonated chicken egg (MCA) as an experimental model. TheRegederm®
controlinductor was used, which exhibits known angiogenic activity. The results showed that
the percentage of BSA showed a vascularization of the MCA (50.4%) there was no difference
(p> 0.05) in the values detected in the control inductor (52.9%). With the obtained results, it is
clear that barbatimao shows angiogenic activity under the experimental model used.
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INTRODUCAO

O processo de angiogénese é definido
como a formagéo de novos vasos sanguineos por
um processo de germinagao de brotos endoteliais
a partir de vasos capilares preexistentes (Hanahan
& Folkman, 1996). Este evento esta relacionado
a varios processos fisioldgicos, incluindo: a
menstruagao, ovulagao, formagao do corpo luteo,
nidacdo, morfogénese, cicatrizagdo de feridas.
Além disso, a angiogénese esta envolvida em
processos patoldgicos como artropatias cronicas,
inflamacgao crénica, psoriase, retinopatia diabética,
angiofibroma, hemangioma, glaucoma vascular,
crescimento tumoral, disseminagcdo metastatica e
desenvolvimento de placa de ateroma (Hanahan
& Folkman, 1996; Vile, 1995; Folkman, 1971,
1976; Van Der Schaft et al., 1993; Johnson, 2001;
Blaauwgeers et al., 1999).

Folkman, em 1971, sugeriu que o controle
da angiogénese poderia ser util no controle
do crescimento tumoral. A desregulagcao na
angiogénese esta associada ao crescimento de
tumores e a doengas angioproliferativas. No entanto,
o estimulo farmacoldgico da angiogénese pode
ser benéfico em situagdes clinicas na qual sua
ativacao é terapeuticamente necessaria, tais como
na reparagao de feridas e na isquemia (Detillieux
et al., 2003).

Neste sentido, existem relatos na literatura
sobre determinados produtos de origem vegetal que
apresentam substancias indutoras de angiogénese
(Wang et al., 2004). Atualmente, ja é possivel
observar a existéncia de inUmeros farmacos com a
capacidade de promover a angiogénese. Entre estes,
destacam-se cremes que induzem a cicatrizagéao de
feridas, como exemplo: a Regederm® (Almeida et
al., 2015).

O barbatimao apresentapropriedades
medicinais e é popularmente empregado no
tratamento de leucorreia, diarreia, hemorragia,
hemorroida, feridas, conjuntivite, inflamagéao da
garganta, corrimento vaginal e Ulcera gastrica (Silva
et al., 2010).

Devido ao uso popular da solugdo aquosa
do barbatimao para o tratamento de feridas
da pele, torna-se necessaria a investigagao
cientifica da atividade angiogénica dessa solugao.
Considerando a importancia da descoberta de
novas substancias que induzem a formacgéo de
novos vasos sanguineos, o presente estudo teve
como objetivo de avaliar a atividade angiogénica da
solugado aquosa do barbatimao (Stryphnodendron
adstringens), mediante realizagdo de testes
laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo
experimental a membrana corioalantéide do ovo
embrionado de galinha.
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MATERIAL E METODO

Solugdo aquosa da casca do barbatimao
(SAB)

30gramas da casca do barbatimao
(adquiridas no comércio especializado da cidade
de Goiania-GO) foram trituradas em liquidificador
industrial e adicionados 1.000 mL de agua destilada.
A solugao obtida apresentou concentragdo de 30
mg/mL.

A atividade angiogénica da solugdo aquosa
do barbatimao foi avaliada mediante realizagao
de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como
modelo experimental a membrana corioalantéide
do ovo embrionado de galinha. Os experimentos
foram desenvolvidos no Laboratério de Estudos
Experimentais e Biotecnolégicos (LEB), do Mestrado
de Ciéncias Ambientais e Saude (MCAS), da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias (PUC-
Goias).

Controles para o teste da MCA

Foram analisadas 56 membranas
corioalantéides (MCAs) de ovos embrionados
de galinha (Gallus domesticus, linhagem Rhoss)
distribuidas da seguinte maneira: 14 MCAs para o
controle positivo (Regederm®), 14 para o controle
negativo (Agua destilada estéril), 14controle inibidor
(Dexametasona a 4mg/mL) e 14 para a solugao
aquosa do barbatimao.

Procedimento experimental da angiogénese
Os ovos embrionados foram incubados
em estufa automatica a temperatura de 37°C+1 °C,
umidade relativa da estufa de 65% e deslocados
lateralmente a cada 15 minutos, durante os cinco
primeiros dias de incubagdo. No quinto dia, foi
realizada, na casca do ovo, uma abertura circular
(Figura 1 - A) com 1,0 cm de didmetro em sua base
maior (onde esta localizada a camara de ar) com
auxilio de uma micro-retifica (Ribatti et al., 2001).
ApOs a realizagdo da abertura na casca
do ovo, foi depositada uma gota de soro fisioldgico
(0,9 %) na membrana da casca, a fim de auxiliar na
exposicao da MCA ja vascularizada. No 13° dia de
incubacéo, discos de papel de filtro com 0,5 cm de
diametro, veiculando 3 yL/filtro da solugado aquosa
do barbatiméo, controles negativo (agua destilada
estéril), inibidor (solucao de dexametasona) e
positivo (Regederm®) foram colocados diretamente
sobre vasos da MCA. Todos os ovos voltaram para
a incubacgdo onde permaneceram até o 16° dia
(Figura 1 - B).
Os discos foram depositados diretamente
sobre a membrana de forma cuidadosa. Todos
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FIGURA 1. Viséo da abertura realizada na casca do ovo embrionada e MCA obtida
A- Detalhes da abertura de 1,0 cm de didmetro na casca do ovo, apresentagcao da CAM vascularizada. B- Visao da rede vascular da CAM

no 16° dia desenvolvimento da SAB.

0s ovos voltaram para a incubagao até o 16° dia,
quando entao foram retirados da incubadora (Ribatti
etal., 2001). As MCAs foram recortadas com tesoura
cirurgica e inseridas em placas de petri contendo
solugao formol a 10%. Posteriormente foram obtidas
imagens das MCAs com uso de uma camera digital
(12 megapixels).

As redes vasculares formadas nas MCAs
foram quantificadas pelo processamento da imagem
utilizando o programa de dominio publico Gimp for
Windows (versédo 2.0.5) e Image J (verséo 1.28)
para visualizagéo dos vasos sanguineos (Wilting et
al., 1991, Melo-Reis et al., 2010).

O processamento das imagens ocorreu
de forma que a saturacgdo, luz e contraste
proporcionaram melhor resolugdo dos vasos
sanguineos e a quantificacdo em percentagem de
area dos vasos sanguineos formados (Mansur et
al., 2006).

As areas percentuais obtidas das MCAs dos
grupos (teste e controles) foram armazenadas em
um planilha de calculo e posteriormente, receberam
a analise estatistica utilizando o software de dominio
publico BioEstat 3.5. e depois comparados entre si.

Para avaliar a relagédo entre os dados dos
grupos (teste e controles), utilizou o teste estatistico
de Krushal-Wallis (Analise de variancia—ANOVA). O
valor de p foi considerado significativo quando foi
menor que 0,05.

As analises histopatologicas as MCAs
foram fixadas em formaldeido a 10%, emblocadas
em parafina, cortadas a 5 ym e coradas pela
técnica de Hematoxilina & Eosina. Foram avaliadas
as presencas de angiogénese e de elementos
inflamatérios Melo-Reis et al., 2010; Aradjo et al.,
2015; Bessa et al., 2015).

RESULTADOS

Os resultados obtidos da porcentagem
de vascularizagédo na CAM da solugao aquosa do
barbatim&o juntamente com os controles indutor,
inibidor e negativo estdo apresentados na Tabela 1.

Observou-se que a solugdo aquosa de
barbatim&o apresentou aumento da percentagem no
numero de vasos formados (atividade angiogénica)
em relagao aos controles negativo (p<0,05) e inibidor
(p<0,05) (Figura 2 e Figura 3). Entretanto, nao
foram constatadas diferengas no percentual rede
vascular (Figura 1) obtido nas amostras tratadas
com a solugéo aquosa do barbatim&o e o controle
positivo (p>0,05). Observou-se também que o
controle a solugao de dexametasona apresentou
significativa redugao da vascularizagdo da MCAem
relacdo ao controle negativo (p<0,05). As imagens
apresentadas na figura 2 mostram a formagéo da
rede vascular nos controles e no tratamento com
solucdo aquosa de barbatimao.

Analises histolégicas

As imagens da analise histolégica sao
apresentadas na (Figura 4). A figura apresenta
uma formacgdo de rede vascular em diferentes
grupos controles (inibidor e indutor) e no grupo do
tratamento com a solugdo aquosa do barbatiméo.

Observa-se a presenca de tecido conjuntivo,
elementos inflamatérios e vasos sanguineos bem
formados que exibem na luz vascular eritroblastos
(Figura 5).

DISCUSSAO

N&o foram encontrados estudos envolvendo
atividade angiogénica e barbatimdo. Desta forma,
este estudo podera fornecer subsidio para pesquisas
futuras, tendo em vista o interesse do Ministério da
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TABELA 1. Avalicdo percentual da rede vascular formada na MCA apéds tratamento da solugao aquosa de
barbatimao e controles (Indutor, Negativo e Inibidor).

Identificagdo numé- Controle Indutor — Controle Negativo  Controle inibidor S.Ade
rica das CAM’s Regederm H,0 Dexametasona Barbatimao
1 49,6 334 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

A

FIGURA 2. Fotomicrografia digital obtida da rede vascular formada na MCA apés o tratamento, com solugéo

aquosa de barbatimdo juntamente com os controles.
A — Controle inibidor. B - Controle negativo. C — Controle indutor (Regederm). D — Teste (Solugao aquosa do Barbatimao).

Saude em plantas medicinais, pois o barbatiméao faz
parte da Relagao Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS (RENISUS). O RENISUS
€ o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos que tem como objetivos inserir, com
seguranga, eficacia e qualidade, plantas medicinais,
fitoterapicos e servigos relacionados a Fitoterapia
no SUS. (SUS, 2014).

Os resultados encontrados neste estudo
indicaram que os testes realizados com a solugéo
aquosa de barbatimao na concentracdo de 30
mg/mL induziram a formac&o de novos vasos
sanguineos na MCA do ovo embrionado de galinha.
De fato, comparando os resultados do barbatiméao

com os dos grupos controle negativo e inibidor
a diferenga foi significativa (p<0,05). Entretanto,
quando comparado com o controle indutor, n&o
houve diferenga (p>0,05).

A avaliagéo da atividade angiogénica pelo
método da MCA do ovo embrionado de galinha
tem sido usada em trabalhos envolvendo plantas
medicinais (Melo-Reis et al, 2010, Almeida et al;
2014, Bessa et al, 2015; Araujo et al, 2015).

Na medicina popular o barbatimao 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
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FIGURA 3. Grafico Boxplot com respectivos valores da MCA apds tratamento com a solugdo aquosa de

barbatimao e controles.
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FIGURA 4. Fotomicrografia de Membra

objetiva de 20X, apresentando: em (A) o controle inibidor tratado com dexametasona com poucas células do
tecido conjuntivo e poucos vasos sanguineos, em (B) controle negativo (agua destilada), em (C) grupo tratado
com Regederm com a presencga de angiogenese e elementos inflamatérios e em (D) tratamento com solugao

aquosa de barbatim&o apresentando angiogénese.

et al. 2009; Hernandes et al. 2010; Lima, 2010).0
estimulo da angiogénese por farmacos pode ser
usado para acelerar a cicatrizagado e o reparo
tecidual promovendo o crescimento de vasos
sanguineos nos tecidos isquémicos (Heilmann et
al. 2002; Detillieux et al. 2003). A caracteristica
terapéutica predominante para que o barbatimao
seja cicatrizante é atribuida principalmente ao grupo
dos taninos condensados, os quais s&o constituidos

por unidades de flavonol: flavan-3-ols (catequina) ou
flavan 3,4-diols (leucoantocianidinas). Possui uma
estruturagdo complexa, pode conter de duas a 50
unidades flavondides, séo resistentes a hidrolise,
porém podem ser soluveis em solventes organicos
aquoso, levando em conta a sua estrutura quimica
(Lima, 2010).

O barbatimao ja foi testado em varios
experimentos cicatrizantes e em diferentes espécies,
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por Hematoxilina & Eosina, vista com aumento de 40X, apresentando vaso sanguineo dilatado e elementos
inflamatérios no parénquima. A seta indica a presenca de eritroblastos.

como, camundongos (Eurides et al. 1996), ratos
(Hernandes et al., 2010), coelhos (Lima, 2010),
bovinos (Silva et al. 2009), ovinos (Mendonga 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 cicatrizagao esta relacionada a estimulos
angiogénicos (Heilmann et al. 2002; Detillieux
et al. 2003). O trabalho comprovou a atividade
angiogénica do barbatim&o pelo alto indice de
vascularizagdo da MCA (Figura 2). Isto explica o
porqué de varios trabalhos sobre o barbatim&o
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 lesées de decubito. Os
resultados foram satisfatérios, mais de 70% dos
pacientes apresentaram suas feridas totalmente
cicatrizadas, onde a area da ferida teve uma reducao
de 30% em media, com o tratamento da pomada a
3% apos a primeira semana.

CONCLUSAO

Através das condi¢gbes metodologias
aplicadas neste estudo e diante dos resultados
obtidos, concluiu-se que a solugao aquosa da casca
do barbatim&o apresenta atividade angiogénica na
MCA.
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