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RESUMO

A espécie vegetal Synadenium umbellatum Pax (1894), conhecida vulgarmente
por cola-nota, pertencente a familia das Euphorbiaceae e apresenta uma seiva
leitosa conhecida por latex. Na medicina popular o latex extraido do género
Synadenium apresenta substancias toxicas e enzimas proteoliticas. Devido ao uso
popular do latex dessa planta como antiinflamatorio, cicatrizante, antineoplasico e
outros, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade genotoxica,
antigenotoxica, citotdxica, angiogénica e o potencial de inducdo de cicatrizacdo do
latex da Synadenium umbellatum (SulL). Na avaliacdo da atividade genotdxica e
antigenotoxica utilizou-se o Teste do Micronicleo em medula Ossea de
camundongos. Um agente alquilante, mitomicina C, foi utilizado como controle
positivo. Na avaliacdo da atividade angiogénica, o ensaio utilizado foi a membrana
corio-alantdidea do ovo embrionado de galinha e no estudo da cicatrizacdo em
feridas limpas em dorso de rato foi medida a velocidade de cicatrizacdo da ferida do
grupo tratado com SuL e dos grupos controles. Para o teste do micronucleo, os
animais foram tratados com diferentes doses (10, 30, 50, e 100 mg.kg™ ) do SuL, via
intraperitoneal. Para o teste de antimutagenicidade, os animais foram tratados com
as mesmas doses utilizadas na avaliacdo da mutagenicidade juntamente com uma
dose Unica de Mitomicina C (4 mg.Kg™). Para o teste da angiogénese utilizou-se a
membrana corio-alantdide do ovo embrionado de galinha e as concentracdes
utilizadas do latex foram de 10 e 20 mg/mL. Para o estudo da cicatrizagdo foi
utilizada a técnica de feridas limpas em dorso de ratos que foram submetidos a uma
lesdo padronizada na pele de 3 x 2,5 cm e posteriormente tratados com 5 mL do
SuL, na concentragdo de 10 mg/mL, como controle positivo utilizou-se a

biomembrana de latex da Hevea brasiliensis e controle negativo, a salina 0,9%.

XV



Foram avaliadas a velocidade de cicatrizacdo do SuL e controles negativo e positivo.
Os resultados mostraram que o latex da S. umbellatum foi altamente mutagénico,
citotoxico, e antimutagénico e uma acdo moderada de anticitotoxicidade. Na
avaliacdo da atividade angiogénica, o latex promoveu um aumento na proliferacéo
de vasos sangiliineos na membrana corio-alantéidea do ovo embrionado de galinha
e também induziu um aumento na velocidade de cicatrizacdo nas feridas limpa na

pele do dorso de ratos.

XVi



ABSTRACT

Synadenium umbellatum Pax (1894) is a vegetable species from
Euphorbiaceae’s family. The species of this family produce latex. The latex extracted
from S. umbellatum has been used by the Brazilian people as anti-tumoral, anti-
inflammatory and wound healing agents. However, this latex presents toxic
substances and proteolic enzymes. The aim of this work was to evaluate the possible
genotoxic, antigenotoxic, cytotoxic, angiogenic and wound healing activities of S.
umbellatum latex (SulL) in rats. The genotoxic and antigenotoxic activities were
evaluated by mouse bone marrow micronucleus test. An alkylant agent mitomycin C
(4 mg.kg™ body weight) was used as a positive control. For all doses, micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCE) frequency was evaluated after 24 hours of

treatment. To evaluate the antimutagenic activity, animals were treated with 10, 30,
50 and 100 mg.kg'1 and 4 mg. kgt of mitomycin C (MMC) simultaneously. The

frequency of MNPCE was evaluated 24 hours after exposure. Cytotoxicity was
evaluated by the polychromatic and normochromatic erythrocytes ratio (PCE/NCE).
Angiogenic activity of the SuL was evaluated in chorioallantoic membrane (CAM) of
fertilized chicken eggs. The concentrations of the SuL were of 10 and 20 mg/mL.
Wound healing activity was evaluated in skin of rats. The skin fragment was removed
with area 3 x 2,5 cm and submitted to topic application with 5 mL of SuL
(concentration 10 mg/mL) and positive and negative controls. The results showed
that the SuL was strongly mutagenic, cytotoxic, and antimutagenic, and a moderate
activity of anticytotoxicity. In the evaluation of the angiogenesis, the SuL has

promoted the increase of the proliferation of blood vessels in the chorioallantoic

Xvii



membrane of fertilized chicken eggs and it also induced the increase of velocity of

wound healing in rat skin lesion.
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1 - INTRODUCAO GERAL

1.1 — Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais e das substancias delas extraidas é
tdo antiga quanto a propria histéria do homem (Ortencio, 1997). Os povos
primitivos propiciaram a identificacdo de espécies e de géneros vegetais bem
como das partes dos vegetais que se adequavam ao uso medicinal,
favorecendo a prevencao, o tratamento e a cura de disturbios e disfuncdes do
organismo humano (Farnsworth et al., 1985).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2004), aproximadamente
80% da populacdo mundial utilizam medicamentos a base de produtos
naturais como recursos terapéuticos. Nos paises desenvolvidos, o0s
medicamentos derivados das plantas vém apresentando consumo crescente
(Chen et al., 2003; Mitscher et al., 1987). Isso também se verifica nos paises
em desenvolvimento, mas a justificativa para a utilizacdo dos fitoterapicos faz
relacdo com as condi¢cbes socioecondmicas da populacdo, ao baixo poder
aquisitivo associado também as facilidades de obtencéo e as tradicdes do uso
das plantas medicinais. De fato, ja se conhece na literatura que muitos
principios ativos dos medicamentos industrializados e utilizados no tratamento
de vérias doencas foram extraidos dos vegetais (Veiga-Junior, 2008).

O primeiro farmaco obtido dos vegetais foi a morfina da Papaver
somniferum, em 1803. A partir de entdo, outras substancias foram isoladas,

como a quinina e a quinidina obtidas da Cinchona spp, em 1819 e a atropina,

1



da Atropa belladona, em 1831, as quais passaram a ser utilizadas em

substituicdo aos extratos vegetais (Turolla & Nascimento, 2006 ).

Na década de 60, a producéo sintética de farmacos foi aumentando e
novos medicamentos lancados no mercado consumidor para o tratamento de
varias enfermidades. A sintese do acido acetilsalicilico provocou nos
pesquisadores a idéia de que seria possivel produzir sinteticamente inimeros
principios ativos (Schenckel, Gosman & Petrovick, 2004). Entretanto, a idéia
da sintese de novos farmacos foi gradativamente diminuindo, primeiramente
pela dificuldade quimica para obter principios ativos e posteriormente o alto
custo da purificacdo quimica dos novos farmacos. Nos meados dos anos
1980, o interesse por vegetais, como fonte priméaria de novos medicamentos,
foi intensificado. Os avancos dos conhecimenos cientificos sobre as plantas
de uso medicinal associados a informatica permitiram o desenvolvimento de
metodologias com a finalidade de isolar substéncias ativas a partir de

recursos naturais (Rates, 2001).

Atualmente, estudos farmacol6gicos tém gerado conhecimentos sobre o
uso das plantas medicinais, as quais representam uma forma alternativa para
o tratamento de doencas em varias partes do mundo e tem despertado
interesse de pesquisadores no sentido de se obter dos vegetais novos
farmacos. (Albuquerque & Hanazaki, 2006; Schenckel, Gosman & Petrovick,

2004).



No Brasil, a imensa biodiversidade propicia uma procura cada vez maior
de fitoterapicos. Entretanto, as plantas medicinais ndo s&o tao “inébcuas” como
parecem, pois durante o0 processo evolutivo, as plantas desenvolveram
mecanismos naturais de defesa, como a sintese de substancias quimicas
toxicas e genotodxicas contra ataques de bactérias, fungos, insetos e animais
predadores (Castro et al., 2004). Muitas dessas substancias quimicas ja foram
identificadas como mutagénicos e carcinogénicos, entre as quais podem ser
citados flavondides, hidrazinas, furocumarinas, quinonas, alcaléides de
pirrolozidina e teobrominas (Khan et al., 2005; Pereira, 1992), e as que
apresentam atividades toxicas como a estricnina, digoxina, -curares,

cianogénicos entre outras (Lapa et al., 2004).

Os produtos utilizados na alimentacdo humana provenientes de vegetais
podem também apresentar o papel de agentes causais ou potencializadores
no aumento da incidéncia do cancer, mas em alguns podem agir como
anticarcinogénicos (Borek, 1991). Muitos compostos mutagénicos e
carcinogénicos podem estar relacionados a formacéo de espécies ativas de
oxigénio (EAO); estas EAO apresentam o papel fundamental em processos
degenerativos, lesbes do DNA, mutacbes relacionadas ou n&do ao cancer,
problemas cardiacos e envelhecimento (Khan et al., 2005; Anderson et al.,
1995).

Por outro lado, existem em plantas, substancias que apresentam
propriedades antimutagénicas como o0s beta carotenos (Vitamina A), acido

ascorbico (Vitamina C), o tocoferol (Vitamina E), polifendis, compostos
3



sulfidricos, calcio, fibras, dentre outras (Hiramatsu et al., 2004; Chen et al.,
2003; Karakaya & Kavas, 1999). Estudos recentes tém enfatizado as
propriedades provenientes das plantas que apresentam substancias
angiogénicas, ou seja, a producdo de vasos sanguieos, a partir de brotos
endoteliais pré-exisentes e antiangiogénica, isto €, a inibicdo de formacéo de
novos vasos (Folkman, 2004; Jones et al., 2004).

De fato, nas familias das Euphorbiaceae sdo conhecidas por sua
diversidade de propriedades quimicas que vao desde substancias toxicas,
angiogénicas, antiangiogénicas e outras (Salatino et al., 2007).
Paricularmamente, o latex da espécie vegetal Synadenium umbellatum é
utilizada pela populacdo de forma variada para o tratamento de inUmeras

doencas (Ortencio, 1997).

1.2 — Synadenium umbellatum Pax (1894)

Synadenium umbellatum, popularmente designada como “Cola-nota”
(Ortencio, 1997), € uma espécie vegetal pertencente a familia das
Euphorbiaceae. Segundo Grosso (2004), a familia Euphorbiaceae é
constituida por 300 géneros e cerca de 8000 espécies. Apresenta como
caracteristica comum uma seiva leitosa, conhecida por latex, presente no

caule, galho ou folha (Figura 1).

Na medicina popular o latex extraido de qualquer parte das plantas do

género Synadenium é considerado téxico. Estudos fitoquimicos realizados
4



com a familia da Euphorbiaceae revelaram a presenca de flavonoides,
saponinas, diterpenes, e esters de phorbol (Bagalkotkar et al., 2006; Jasshi,
2006). Os estudos realizados com a espécie Synadenium grantii Hook
(African milkbush) por Govindappa et al. (1987), Jager et al. (1996), Kinghorn
(1980) e Rajesh et al. (2006) mostraram que esta espécie apresenta

substancias toxicas bem como enzimas proteoliticas.

Figura 1 — Synadenium umbellatum Pax (1894). A) — viséo dos galhos da arvore. B)
— Detalhes das folhas. C) — Detalhes das folhas e galhos. Galho mostrando latex. D)
— Corte em “x” no tronco da arvore que exibe grande quantidade de latex. Fotografia

obtida com camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0 mega pixels.



J& se tém estudos com outras espécies do género quanto a atividade
antiinflamatoria (Jager et al.,, 1996). Para outros géneros da familia das
Euphorbiaceae existem relatos da atividade antitumoral (Abo, 1988; Hubert et

al., 1982; Schroder et al., 1980; Kupchan et al., 1976).

Popularmente, o latex da Synadenium umbellatum é indicado tanto na
prevencdo quanto na terapia de combate a neoplasias malignas (leucemia,
cancer de pele, cancer de aparelho digestivo).Também ¢é utilizado como
antiinflamatoério, cicatrizante, no tratamento de diabetes e outros. O latex
apresenta variado modo de uso, por exemplo, 1 gota diaria em meio copo de
leite de vaca. Outro, dilui-se 18 gotas do latex em um litro de agua filtrada ou
fervida. Essa solucdo é armazenada em geladeira e ingerida trés vezes por
dia. Outro, utiliza-se trés gotas do latex da cola-nota no miolo do péo
juntamente com um copo de leite de vaca (Nogueira et al., 2008; Ortencio,

1997).

Devido a larga utilizacdo dessa planta pela populacdo e também a
presenca das atividades farmacoldgicas e biolégicas descritas na literatura da
familia das Euphorbiaceae, no presente trabalho, avaliou-se a atividade
mutagénica, antimutagénica e citotoxica do latex da Synadenium umbelattum
(SuL) pelo teste do micronlucleo na medula 6éssea hematopoiética de
camundongos, bem como a atividade angiogénica e o0 potencial de

cicatrizacao.



1.3 — AvaliacGes das atividades genotéxica e antigenotéxica

A informacao genética esta contida no DNA e é transmitida para cada
célula de forma conservada e replicada. Entretanto, o DNA pode sofrer lesdes
por agentes genotoxicos (agentes quimicos, fisicos ou bioldégicos) modificando

sua estrutura, e que sao denominadas de mutacgdes (Ribeiro, 2003).

Os agentes genotoxicos podem provocar ou aumentar o aparecimento de
lesdes no DNA das células somaticas e/ou germinativas. Ja se conhece que
as células podem reagir ao dano provocado, na tentativa de corrigir as
agressoes sofridas. Esse mecanismo € conhecido por processo de reparo ao
DNA. Contudo, se o dano for removido antes da divisdo, a célula restabelece
a integridade do DNA e as funcdes séo preservadas. Mas, se a divisdo celular
ocorrer antes do processo de reparo, o DNA replicard e poderd haver
proliferacdo celular com as alteragcdes, neste caso, a mutacdo sera

incorporada na sequéncia do DNA (Brown et al., 1994; Kada et al., 1978).

A mutacdo nas células germinativas € responsavel por produzir
mudancas na hereditariedade, acarretando o desenvolvimento de efeitos
teratogénicos e de desordens hereditarias multiplas. Ja nas células somaticas,
pode propiciar a perda de controle da proliferacdo celular e levar o
desenvolvimento de tumores. Assim, a deteccdo de agentes genotoxicos

constitui um papel importante na validacdo do potencial carcinogénico, pois 0s



mecanismos de mutagénese e carcinogénese estao intrinsecamente

relacionados (Riberio, 2003; Vijg, 2000).

A carcinogénese envolve a mutacdo sequencial de genes controladores
de crescimento, expansdo clonal e progressao das células, resultando em
células pré-neopldsicas e neoplasicas. Mudancas que levam ao
desenvolvimento das neoplasias sdo supostamente geradas por alteracdes
na sequéncia do DNA e producédo de proteinas funcionalmente aberrantes
(Alberts et al., 2004). Segundo Moustacchi (2000), a mutacédo, geralmente, é
provocada pelo contato do individuo com mutagenos. Essa exposicao é

constante e envolve mutagenos enddgenos e exdgenos ou ambientais.

A porta de entrada dos carcindgenos quimicos no individuo é pela via
oral, pele e outras, onde alcancando a célula, promovem alteracdes no
metabolismo que afetam um ou mais eventos, possibilitando a formacéo da

neoplasia maligna (Moustacchi, 2000; Brown et al., 1994).

Estudos epidemiol6gicos mostram que ha relacdo entre neoplasias e
habitos alimentares, pois o0s alimentos podem conter mutdgenos e/ou
carcindgenos. Mas, outros mutagenos e/ou carcind0genos sao originados
durante o processo de preparo dos alimentos, por exemplo, a formacdo de
nitrosaminas ocorre durante o cozimento de carnes. Essas aminas estédo
relacionadas com o carcinoma do aparelho digestorio, especialmente,
estbmago (Karakaya & Kavas, 1999). A via oral, através de chas, infusbes e

outros preparados, € a principal porta de entrada de mutagenos originados
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das plantas. Porém, a maioria destas substancias ainda néao foi estudada, no
que se refere ao potencial citotoxico e genotoxico. Assim, serd necessario
avaliar as diversas atividades biolégicas das plantas medicinais para propiciar

0 uso com seguranca (Bagatini et al., 2007; Schenkel et al., 2003).

Por outro lado, existem substancias naturais ou sintéticas que protegem
o DNA do dano ou modulam a acédo do agente genotoxico. Essas substancias
sdo conhecidas por agentes antigenotéxicos ou antimutagénicos (Waters et

al., 1996).

As substancias antimutagénicas podem ser classificadas em
desmutagénicos e bio-antimutagénicos. Os desmutagénicos desempenham a
sua atividade protetora por inativagdo das substancias mutagénicas antes que
elas atuem sobre o DNA. Ja os bio-antimutagénicos sédo capazes de suprimir
a mutacdo por interferirem sobre os processos metabdlicos de reparacéo

inerentes a célula (Kada et al., 1978).

Atualmente, substancias antimutagénicas tém despertado interesse
pela comunidade cientifica e também das industrias farmacéuticas, pois esses
agentes apresentam propriedades que podem ser empregados para a

prevencao de danos ao DNA (Moustacchi, 2000).

Pesquisas sobre antigenotoxicidade apresentam potencial promissor,
pois poderiam vir a elucidar a efetividade de algumas substancias
antigenotoxicas, encontradas nas plantas usadas na medicina popular (Veiga-

Jr, 2008; Yunes & Calixto, 2001). A prevencéo de neoplasias malignas seria
9



diminuir a exposicdo da célula a mutdgenos e carcindégenos e também pela
utilizacdo de substancias que atenuam a acdo de agentes genotdxicos

(Bagatini et al., 2007).

Realmente, na dieta humana encontra-se uma rica e complexa mistura
de compostos genotdxicos e antigenotoxicos. Ja se conhece que as plantas
também possuem substancias que apresentam propriedades antigenotoxicas
e anticarcinogénicas como as fibras, compostos polifenélicos, isoflavonas,
vitaminas (A, B, C, E e outras), dentre outras (Hiramatsu et al., 2004;
Karakaya & Kavas, 1999). Muitos compostos antigenotoxicos sdo agentes
antioxidantes e atuam sequestrando os radicais livres de oxigénio (Khan et al.,

2005; Malins et al., 2002).

Assim, o0 uso frequente de substancias antigenotéxicas e
anticarcinogénicas € um meio de prevenir doencas degenerativas e
neoplasicas. Varias substancias de uso frequente na terapia alopatica e

homeopatica séo provenientes das plantas (Veiga-Jr, 2008).

Para avaliar a atividade genotéxica e/ou antigenotoxica de agentes
fisicos, quimicos e biologicos existem uma variedade de testes laboratoriais in

Vivo e in vitro.
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1.4 - Testes utilizados para detecc¢do da atividade genotdxica

Atualmente, vérios testes em curto prazo tém sido empregados na
avaliacdo da genotoxicidade (Pinto & Felzenszwalb 2003), entre os quais

podem ser destacados principalmente 0s seguintes ensaios.

1.4.1 — Teste de mutagenicidade de Ames

O Teste de mutagenicidade de Ames é uma metodologia de triagem
amplamente utilizada para detectar substancias mutagénicas ou
potencialmente carcinogénicas. O teste é realizado empregando mutantes das
linhagens de Salmonella typhimurium, auxotrofica para o aminoacido histidina,
que pode vir a sofrer a mutacdo reversa para a prototrofia em relacdo a
sintese deste aminodacido. O teste consiste entdo, na avaliacdo do numero de
revertentes produzidos na cultura bacteriana pela incubacéo das células com
0 composto em estudo. Devido a composi¢cao do meio, s6 formardo colénias
as células prototréficas para a histidina, provenientes de mutaces
espontaneos ou pela reversao induzida pelos agentes indutores. As linhagens
utilizadas de Salmonella typhimirium sdo especialmente construidas para
detectar produtos que causam mutacdes génicas por deslocamento do quadro
de leitura (frameshift) ou por substituicdo dos pares de base do DNA em seus
genomas. Possuem varias mutagcdes do tipo rfa, uvrB e plasmideo pkM101,

gue aumentam sua sensibilidade aos agenes genotoxicos, bem como varios
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mutédgenos no operon de histidina, que serdo os alvos para a mutacao reversa

( Maron & Ames, 1983).

O consenso atual indica que o Teste de Ames € uma ferramenta
fundamental no conjunto de teste que define a potencialidade de acédo para

compostos carcinogénicos genotoxicos (Ribeiro et al., 2003).

1.4.2 — Teste do Cometa

O teste do cometa, também conhecido por Single Cell Gel
Electrophopresis, € um teste utilizado para detectar lesées genbmicas que
podem resultar em mutacdo. Diferentemente das mutacbes, as lesbes
detectadas pelo teste do cometa podem ser corrigidas e assim, o teste pode
ser utilizado para estudos de reparo do DNA, possibilitando a obtencao de
informacbes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada, entretanto néo
permite concluir a respeito da precisdo do processo de reparo (Valverde &

Rojas, 2009; Dusinska & Collins, 2008)

O principio do teste do cometa se baseia na avaliacdo do dano da
molécula do DNA. Para sua detecc¢do, células de eucariontes sdo embebidas
em agarose e lisadas por detergentes e as proteinas nucleares extraidas por
solucdo de cloreto de sédio a 2,5 M. Forma-se uma estrutura residual
semelhante a um nucleo, designado por “nucledide” que € uma série de algas
enoveladas de DNA sem histonas, aderidas a matriz nuclear residual. Caso
existam quebras na molécula de DNA, a estrutura do nucledide sofre

mudancgas, visto que as alcas de DNA se desenovelam formando um halo
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(Eriksson et al., 2002; Cook & Brazell, 1977). As células que apresentam
nacleos redondos séo consideradas sem dano detectavel no DNA. Ja as
células que apresentam lesdes sao identificadas visualmente por uma cauda,
semelhante a um cometa (Singh et al., 1988), que €& formada pelos
fragmentos de DNA, de diferentes tamanhos, significando danos no acido

desoxirribonucléico (Speit et al., 2009; Mozaffarieh et al., 2008;). Na figura 2

mostra as células analisadas pelo teste do cometa.

Figura 2 — Fotomicrografia de células analisadas pelo teste do cometa. A seta em

“A” mostra uma célula normal. A seta em “B” mostra uma célula em “cometa”.

Apoés a eletroforese, as células que apresentam nucleos redondos séo
consideradas sem dano detectavel no DNA. Ja as ceélulas que apresentam
lesbes sdo identificadas visualmente por uma cauda, semelhante a um
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cometa, que é formada pelos fragmentos de DNA, de diferentes tamanhos,
significando danos no acido desoxirribonucleico (Speit et al., 2009;
Mozaffarieh et al., 2008;). Na figura 3 exemplifica o grau de lesdo do DNA

pelo teste do cometa.
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Figura 3 — Quantificacdo do grau de lesdo do DNA detectado pelo teste do cometa

O tamanho, a intensidade da fluorescéncia, aspecto e outras
caracteristicas dos cometas sdo mensurados por microscopia ou por
programas especificos de analise de imagem (Tice, 1995). Entrentato ja existe
no mercado software que analisa e interpreta imagens dos cometas

(Mozaffarieh et al., 2008).

O teste do cometa € muito utilizado em varias areas da genética, em
toxicologia, biomoritoramento ambiental, genotoxicidade, além de outras
aplicacoes (Valverde & Rojas, 2009; Speit et al., 2009; Dusinska & Collins,

2008; Mozaffarieh et al., 2008).
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1.4.3 — Teste Microssatélite

Os microssatélites sdo sequéncias repetitivas de DNA conhecidas como
marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) ou STR (Short Tandem Repeat).
Essas repeticdes sao constituidas por blocos de 1 a 6 nucleotideos dispostos
em tandem (Oliveira et al., 2008; Kupper et al., 2008). Nos eucariotos, 0s
microssatélites encontram-se dispersos principalmente em sequéncias nao
codificantes do genoma, cujos loci sdo conservados em uma mesma espécie
ou parcialmente conservados entre espécies relacionadas (Oliveira et al.,
2008; Kawashima et al., 2006). Por apresentarem variagcdes inter-individuais
no numero de repeticbes de um unico locus, os alelos microssatélites séo
marcadores altamente polimorficos (Kipper et al., 2008). Adicionalmente,
esses marcadores sdo frequentemente ligados a genes herdados com padrao
Mendeliano (Ellegren, 2004). A elevada informatividade desses alelos
polimérficos pode ser investigada com reprodutibilidade e especificidade pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utlizando primers flanqueadores de

um locus microssatélite especifico (Kupper et al., 2008; Ellegren, 2004).

A alteracdo somatica do niumero de unidades de repeticdo em um locus
microssatélite é conhecida como instabilidade de microssatélite. O acumulo
dessas mutacdes caracteriza um fenotipo mutante causado por deficiéncia no
sistema de reparo do DNA, em especial, durante a replicacdo. O fendtipo
mutante € uma via alternativa a via classica de tumorigénese, que apresenta

predominantemente mutacdes cromossomicas (Oliveira et al.,, 2008;
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Kawashima et al., 2006; Ribeiro et al., 2003). Por outro lado, a alta taxa de
mutacdo, de 107 a 10%locus/geracdo, torna os microssatélites potenciais
marcadores de exposicdo a mutagenos ambientais, como relatado em
vegetais e animais expostos a radiacdo ionizante ou mutdgenos quimicos

(Kupper et al., 2008; Ellegren, 2004).

1.4.4 - Teste do Micronucleo em medula 6ssea de roedores in vivo

Um dos testes in vivo muito utilizado na avaliagdo da acao clastogénica
e/ou aneugénica de composto € o teste do micronldcleo em medula 0ssea de
camundongo. Este ensaio € amplamente aceito pelas agéncias internacionais
e instituicbes governamentais como parte dos ensaios recomendados para se
estabelecer a avaliacdo e o0 registro de novos produtos quimicos e

farmacéuticos (EPA, 2001, Rabello-Gay et al. 1991; Garcia, 1987).

Heddle (1973) e Schimid (1975) propuseram, independentemente, o
teste do micronucleo (MN), como alternativa simples na avaliagcdo dos danos
cromossomicos. O teste do MN foi baseado na observacdo de corpos de
Howell-Jolly descritos pelos hematologistas em células hematopoiéticas. O

protocolo foi primeiramente utilizado em células da medula 6ssea.
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O teste do MN em medula éssea de roedores € um ensaio in vivo
amplamente utilizado para deteccdo de agentes genotoxicos e também

antigenotoxicos.

Os MNs aparecem nas células filhas, em decorréncia de danos
induzidos nas células parentais. Os dois fenbmenos basicos que acarretam na
formacdo do MN em células mitGticas sdo a quebra cromossémica e a néo

disjuncdo no aparato mitotico. (Ribeiro et. al., 2003; Heddle 1973).

Os MNs sdo pequenos corpusculos cromatidicos semelhantes em
estrutura ao nucleo (Figura 4), formados por parte de cromossomos
acéntricos ou cromatidicos e cromossomos inteiros ou cromatides que se
atrasaram na anafase e ndo foram incluidos no nucleo da célula-filha na
telofase durante o processo de divisdo celular (Figura 5). Por esta
caracteristica, qualquer fragmento ou cromossomo inteiro separados do
nacleo principal, formam um pequeno ndcleo localizado no citoplasma celular,
gue é denominado de micronucleo (Alberts et al., 2004).. O teste do MN foi
inicialmdente desenvolvimento em eritrocitos de medula 6ssea hematopoiética
(MOH) de camundongos (Schmid, 1975), mas é também realizado em ratos

(Ribeiro, 2003).
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Figura 4 — Observacao de eritrcitos com policromaticos micronucleados (indicados pelas

setas) em esfregago de sangue da medula 6ssea de camundongo. ENC — Eritrocito
normocromatico. EPC — Eritrécito policromatico. Fotomicrografia obtida pela camera JVC
TK1270 acoplado ao microscépio para captura das imagens usando placa Pinnacle Studio

AV/DV Deluxe.
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Figura 5 — Formacéo da célula micronucleada contendo um fragmento cromatidico

acéntrico. Item a - dano cromossomico na interfase. Item b - formacdo de um
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fragmento cromatidico (sem centrdmero) que pode ser visualizado quando o0s
cromossomos sdo condensados na metéfase da mitose. Item ¢ - Reconstituicdo da
membrana nuclear ao redor do fragmento cromatidico produz micronucleo. Item d —
identificacdo e quantificacdo da célula filha micronucleada. Esquema elaborado
segundo Ribeiro et al. (2003), em PowerPointe 2007, da Microsoft®.

Os eritroblastos normalmente localizados na MOH sdo o0s precursores
dos eritrocitos do sangue periférico de mamiferos (Figura 6) e apresentam
uma alta e constante producdo para a reposicdo das hemacias maduras
retiradas da circulacdo (hemodlise fisioldgica). O eritroblasto ao expelir seu
ndcleo para formar os eritrocitos policromaticos (EPC), os MNs formados
permanecem no citoplasma onde podem ser identificados. Os EPC, que ap0s
a coloracdo, apresentam o citoplasma corado mais basofilicamente (RNA-
positivos) que as eritrocitos mais maduros, eritrocitos normocromaticos, que
apresentam o citoplasma corados neutrofilicamente (ENC). Os resultados da
analise genotoxica dos agentes em estudo sdo expressos pela freqiéncia de
eritrocitos policromaicos micronucleados (EPCMN) em 2000 ENC por animal.
A substancia teste € considerada mutagénica quando a frequéncia de EPC é
significamente superior (p<0,05) em relacéo ao controle negativo (Falck et al.,

2003; Norppa et al., 2003).
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Figura 6 — Processo de maturacdo normal das células da linhagem eritrocitaria.

Esquema elaborado segundo Lorenzi (2006), em PowerPointes 2007, da Microsoft®.

O teste do MN em MOH tem sido largamente utilizado na avaliagdo do
potencial genotoxico de agentes fisicos e quimicos (Ding et al., 2003, Chung
et al., 2002), no biomonitoramento de popula¢gées humanas ocupacionalmente
expostas a agentes mutagénicos (Bolognesi et al., 2004), na pesquisa de
compostos inibidores de carcinogénese (Roy et al.,, 2003) e em estudos
ecotoxicoldgicos (Llorente et al., 2002; Gauthier et al., 1999). E um método
eficaz e possivel de ser realizado com baixo custo (Rosefort et al., 2004). O
ensaio do MN pode ser executado em qualquer populacdo de células que
estejam em constante divisdo. Nesse caso, a medula dssea hematopoiética
de mamiferos é indicada para o estudo, uma vez que as células levam de 10

a 24 horas para completar um ciclo de divisdo (Ribeiro, 2003).
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1.5 — Atividade angiogénica

Ja se conhece na literatura que produtos de origem vegetal apresentam
substancias indutoras de angiogénese (Wang et al., 2004).

A potencialidade e possibilidade de aplicacdo clinica de substancias
indutoras de angiogénese sdo vastas, por exemplo no aumento da
vascularizacdo miocéardica, no reparo do sistema nervoso central apoés
traumatismo ou isquemia; substituicoes arteriais de grande calibre, no
tratamento de doencas neoplésicas, no processo de cicatrizacdo de feridas e
reparo tecidual (Folkman, 2004; Dona et al., 2003; Folkman, 1972).

Angiogénese € definida como sendo a formagdo de novos vasos
sanguineos por um processo de germinacdo de brotos endoteliais a partir de
vasos capilares preexistentes (Folkman & Ingber, 1992). A angiogénese
apresenta importante funcdo nos processos fisiolégicos normais e nos
processos patologicos (Dvorak, 2005). Nos processos fisiologicos como a
menstruacdo, ovulacdo, nidacdo, recuperacdo de tecidos lesados,
cicatrizacao de feridas séo dependentes da acédo angiogénica. NOS processos
patolégicos, a angiogénese participa de afec¢cdes como artropatias cronicas,
psoriase, retinopatia diabética, crescimento tumoral e disseminacgao
metastatica (Gough 2007; Saflate et al., 2002; Gonzalez et al., 2000; Hard

1998; Folkman 1976).
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A angiogénese € um mecanismo controlado por fatores ativadores e
inibidores, que se desencadeiam quando algum estimulo induz a mudanca
das células endoteliais de um estado de quiescéncia para um estado de
replicacdo, migracdo e formacédo de capilares (Saflate et al., 2002). Esta &
ativada por meio do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), que é
uma proteina com atividade mitogénica e possui importante funcdo na
sobrevivéncia das células do endotélio vascular. O VEGF exerce sua
atividade bioldgica através de receptores transmembranicos com atividade
tirosina quinase presente nas células endoteliais, e participa como principal
mediador da angiogénese (Ferrara, 2004, Li et.al., 2003; Dvorak, 2002).

O VEGEF foi identificado, caracterizado e purificado por Ferrara e Henzel
(1989). A partir de entdo, entendeu-se a funcdo do VEGF na regulacdo da
permeabilidade vascular e na angiogénese, a qual durante o processo de
reparo tecidual contribui para o aumento do fluxo sanguineo, oxigenacao,
suprimento de nutriente e eficiéncia na remocao de catabdlitos (Bates et.al.,
1999; Ferrara & Henzel, 1989).

Além do VEGF, existem outras moléculas que foram identificadas como
ativadoras da angiogénese, como o fator de crescimento de fibroblasto-a
(aFGF), bFGF, fator de crescimento transformante alfa (TGF-a), TGF-3, fator
de necrose tumoral (TNF-a), angiogenina, angiotropina, angiopoetina-1,
interleucina-8 (IL-8), trombospondina entre outros (Folkman & Shing, 1992;
Risau, 1997). Entretanto, apesar da existéncia de varios fatores, ha nitidas

evidéncias de que VEGF apresenta importante fungcdo nos processos normais
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e patoldgicos da angiogénese dos organismos. As moléculas ativadoras da
angiogénese parecem induzir a angiogénese de forma indireta, estimulando a
producdo de VEGF e FGF béasico por macrofagos, células endoteliais e
células inflamatorias (Ferrara, 2004). Ja se sabe que durante a resposta
inflamatoria os leucdcitos (neutrdéfilos, mondcitos/macréfagos e linfcitos T), e
fibroblastos contribuem para formagdo de microambiente favoravel a
angiogénese (Zijlstra, et. al., 2006).

As células endoteliais estimuladas pelos fatores angiogéncos liberam
proteases que atuam favoravelmente na reparacdo do vaso sanguineo
lesado. As células endoteliais migram para o estroma perivascular, onde
proliferam e iniciam o brotamento capilar. A migracdo das células segue em
direcdo ao local de estimulacdo angiogénica. O broto endotelial expande,
formando novos vasos sanguineos (Gough, 2007; Ferrara, 2004). Na figura 7,

apresenta esquema do processo angiogénico.
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Figura 7 — Esquema representativo do processo angiogénico, elaborado segundo

Ferrara (2004), em PowerPointe 2007, da Microsoft®.
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Atualmente, tem sido dado énfase ao estudo das substancias
provenientes de plantas que apresentam propriedades angiogénicas e
antiangiogénica (Folkman, 2004; Jones, 2004).

As plantas da familia das Euphorbiaceae apresentam como caracteristica
geral uma seiva conhecida por latex (Grosso, 2004) que é utilizado na
medicina popular como substancia angiogénica (Mendonca 2004; Mrué
2000).

Mrué (1997), trabalhando com latex da Hevea brasiliensis (seringueira)
constatou que o latex apresentava substancias ativadoras da angiogénese,
promovendo a regeneracao e formacado de um novo esdfago em cédo que foi
previamente e parcialmente removido. Posteriormente, Mrué (2000) utilizou
uma membrana constituida do latex e demonstrou que a membrana foi capaz
de induzir a angiogénese em coérnea de coelho. Com a mesma membrana
Sader et al.(2000) fizeram substituicdo parcial do pericardio de cées e
observaram que houve a regeneracao do pericardio nativo. Em 2003, Oliveira
e colaboradores realizaram a miringoplastia utilizando-se a membrana desse
latex e constataram que membrana promoveu a regeneragdo do timpano.

Os trabalhos realizados anteriormente evidenciaram a presenca da
atividade angiogénica do latex da Hevea brasiliensis. O uso popular do latex
de outras espécies da familia das Euphorbiaceae como medicamento é muito
disseminado em vérias regides do Brasil e inclusive em Goias (Ortencio,

1997). O latex da S. umbellatum é amplamene utilizado pela populacdo por
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suas diversas atividades bioldgicas apresentadas, principalmente pela acéo
de cicatrizacao de feridas.

A atividade angiogénica pode ser avaliada por varios modelos
experimentais como o ensaio da angiogénese em cornea de coelhos, ratos ou
camundongos e também ensaio de implantes no tecido subcutdneo de
animais que permitem avaliar crescimento de tecidos (Vargas et al., 2007). O
modelo experimenal do presente estudo utilizando membrana corio-alantdidea
(CAM) do ovo embrionado de galinha apresenta vantagens como
reprodutibilidade do ensaio, baixo custo, facilidade de observacdo da rede
vascular formada (Ribati et al., 1996).

A CAM é uma membrana transparente e altamente vascularizada que é
utilizada na avaliagdo da angiogénese ou anti-angiogénese da substancia
testada. A qualidade dos vasos recém-formados depende do estimulo das
substancias angiogénicas ou anti-angiogénicas que podem favorecer ou inibir
a vascularizacdo da CAM (Zwadlo-Klarwasser et al., 2001; Ribati et al., 1996).

A principal funcdo da CAM é a de servir como 0rgao respiratorio para o
embrido de galinha. A CAM também desempenha um papel no
armazenamento de excrecdes, transporte de eletrdlitos (sédio e cloreto) do
saco alantoide, e mobilizacdo de calcio provindo da casca do ovo (Vargas et
al., 2007). A figura 8 apresenta a membrana corio-alantdidea do ovo

embrionado de galinha
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Figura 8 — Membrana corio-alantdidea do ovo embrionado de galinha. A figura A
apresenta imagem da abertura da casca do ovo de galinha e exibe a CAM
vascularizada (Fotografia obtida com camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0 mega
pixels). 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. As Figuras B e C foram elaboradas em PowerPoint 2007 (Microsoft), de

acordo com informacdes de Vargas et al., (2007).

Na avaliacdo da atividade angiogénica ou anti-angiogénica, a substancia
teste é aplicada na superficie da CAM e posteriomente, observa-se o efeito
estimulador ou inibidor da angiogénese pela formacdo da area da rede
vascular (Ribatti et al., 1996; Wilting et al., 1992). A figura 9 apresenta a rede
vascular formada em diferentes controles. Esquema ilustrativo das

membranas que constituem o ovo embrionado de galinha.
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Controles: inibidor negativo estimulador

Figura 9 — Fotografia digital apresentando a rede vascular formada, de acordo com a
substancia recebida. Nota-se a presenca de maior nimero de vasos sanguineos na
rede vascular do controle estimulador. Fotografia obtida com camera digital Sony

Cyber-Shot — 6.0 mega pixels.

A CAM do ovo embrionado de galinha € formada pela fusdo do
mesoderma somatico do corion com a mesoderma esplanico do alantéide
durante os 4 a 5 primeiros dias do desenvolvimento embrionéario (Vargas et
al., 2007; Ribatti et al., 1996; Allen & Wilson, 1993; Staton et al. 2004).

A proliferacdo vascular € intensa e continua até o décido-primeiro
dia, posteriormente ha diminui¢éo significativamente (Vargas, et al., 2007). A
partir do 13° dia ndo havera crescimento vascular na CAM e segundo Wilting
et al. (1992) pode ser usada para estudar o efeito de fatores de crescimento,
ou seja, sdo utilizadas na avaliacdo de substancias angiogénicas ou anti-
angiogénicas (Vargas et al. 2007; Ribatti, et al., 1996; Rizzo et al.,1995).

Durante o desenvolvimento do embrido de galinha, o sistema linfatico do
embrido néo esta inteiramenre desenvolvido, comportando como hospedeiro
naturalmente imunodeficiente. A condicdo de imunodeficiéncia permite que as

substancias quimicas avaliadas quanto as atividades angiogénica e anti-
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angiogénica na CAM n&o desempenham efeito antigénico e nao induzem a
resposta imunoldgica, permitindo, dessa maneira, uma avaliacdo mais
precisa, sem interferentes imunoldgicos. O ensaio na CAM também pode
avaliar a acao toxica da substancia em teste, determinada pela morte do

embrido (Vargas et al., 2007).

1.6 — Processo cicatricial

Véarios estudos encontrados na literaura tém mostrado que o0s
componentes fitoquimicos dos vegetais promovem o0 processo de
cicatrizacdo, favorecendo positivamente a contracdo e a epitelizacdo da
ferida. Assim, estudos que apresentam como objetivo a avaliagcdo do potencial
de cicatrizacdo de feriadas induzidos por substancias vegetais sao
promissores. (Deshmukha et al., 2009; Pesin et al., 2009; Nayak et al., 2007;

Farnsworth et al., 1985).

A cicatrizacdo de feridas pode ser avaliada utilizando varios modelos
experimentais. Na literatura sdo descritos ensios que usam animais como
pombo, camundongo, rato, gato, cachorro, coelho, porco e outros. (Chiquetti-
Junior et al., 2007; Mustoe et al., 1991; Billingham & Russel, 1954; Loeb 1919;
Carrel & Hartmann, 1916). Entretanto, no presente estudo, foi utilizado como
modelo experimental de cicatrizacdo, a pele do dorso de ratos, da linhagem

Wistar, devido a facilidade de manuseio e acomodacdo, resisténcia a
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manipulacdo, agressoes cirlrgicas e a processos infecciosos, e também por
ser o animal amplamente utilizado em estudos experimentais de cicatrizacéo
de pele (Chiquetti-Junior et al., 2007; Mustoe et al., 1991).

A cicatrizacdo de feridas € um processo dinamico de reparacdo que se
segue logo apos a injuria de um tecido. Envolve uma complexa interacao
entre matrix extracellular, proteinas da coagulacdo, células parenquimais,
leucdcitos, hemacias, plaquetas e mediadores quimicos. Imediatamente apos
lesdo tecidual e endotelial, as plaguetas sao ativadas e aderem ao colageno
no local da ferida, promovendo a formacdo do tampdo plaquetario. A
finalidade do tampéo plaquetario € de impedir a perda de sangue, a invasao
de microrganismo e € componente importante nas proximas fases do
processo de cicatrizacdo (Werner & Grose, 2003; Harding et al., 2002;
Tonnesen et al., 2000).

As plaquetas ativadas sofrem degranulacdo, liberando fator de
crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento
transformante-B (TGF-B), fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de
crescimento transformante-a (TGF-a), além de glicoproteinas adesivas como
a fibronectina e trombospondina, que s&o importantes constituintes da matriz
extracelular proviséria. As plaquetas ativam também a cascata da coagulagcao
(May et al., 2008; Roberts, 1998; Roberts & Sporn, 1996; Arnold & West,
1991). De fato, a cascata de coagulacao e fatores de crescimento liberados
pelas plaguetas, em conjunto com a ativacdo da cascata do complemento e

ativacdo de células parénquimatosas produzem numerosos mediadores
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vasoativos e fatores quimiotaticos, os quais, juntos, auxiliam no recrutamento
das células inflamatérias ao local da ferida (Clark, 1996).

Para o local da injuria, sdo atraidos elementos inflamatdrios, ativadores
celulares e séo liberados sinais moleculares e celulares visando promover a
reconstituicdo tissular, o fechamento rapido da ferida, restauracdo da funcéo
tecidual e formacdo de uma cicatriz esteticamente satisfatoria, similar ao

tecido original (Eming et al., 2007; Niessen et al., 2001; Singer & Clark, 1999).

Segundo Clark (1993), o processo de cicatrizacdo envolve trés fases:
inflamacgao, formacédo de tecido de granulacdo com deposicdo da matriz
extracelular e remodelacdo. As fases podem ocorrer concomitantemente e a
cicatrizacdo é resultado das alternancias sucessivas de reacdes anabdlicas e

catabodlicas.

A inflamacéo é a fase de resposta do hospedeiro ao dano celular ou
tecidual sofrido. E mediada por varias substancias produzidas pelas células
do tecido injuriado. No local da injuaria, h4 aumento da permeabilidade
vascular, retencdo plasmatica, proteica, vasodilatacdo, recrutamento de
células, liberacdo de substancias quimiotaticas para os leucdcitos e ativacao
da cascata da coagulacdo (Nayak & Pereira, 2006; Tonnesen et al., 2000;

Arnold & West, 1991).

Os leucocitos mais frequentes na circulacdo sanguinea sdo 0s
neutréfilos que migram para a regido da ferida para formar de uma barreira de

protecdo contra a invasao de microrganismos (Simpson & Ross, 1972). Ja os
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monacitos infiltram-se no local da ferida e sdo ativados e transformam-se em
macrofagos que sao as principais células envolvidas no controle do processo
de reparo (Singer & Clark, 1999; Arnold & West, 1991).

O macrofago € a maior célula efetora no processo de reparo tecidual,
degradando e removendo componentes do tecido conjuntivo danificado, como
colageno, elastina e proteoglicanas. Atua também na fagocitose dos
fragmentos celulares e secretam fatores quimiotaticos para atrair outras
células inflamatérias ao local da ferida. Produzem prostaglandinas (potentes
vasodilatadores) e fatores de crescimento, tais como o PDGF , o TGF-3, FGF
e o0 VEGF, que se destacam como as principais citocinas necessarias para
estimular a formacgao do tecido de granulagao (Singer & Clark, 1999; Arnold &
West, 1991).

Na fase de formacdo de tecido de granulacdo ha proliferacdo das
células endoteliais e sintese da matriz extracelular (Werner & Grose, 2003;
Dvorak et al., 2002). Ha proliferacdo das células endoteliais levam a
deposicao de grandes quantidades de fibronectina na parede do vaso. Assim,
para haver a angiogénese, é requerida a expressao de receptores para
fibronectina pelas células endoteliais. A matriz extracelular € importante para
0 crescimento e manutencdo normal dos vasos, pois além de agir como um
suporte para a migracdo celular, também age como um reservatorio e
modulador da liberacao de fatores de crescimento, como o FGF2 e o TGF-3,
que sao importantes na proliferacdo celular. (Werner & Grose, 2003; Clark,

1996).
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Na fase de remodalagem do processo de cicatrizagdo, ocorre uma
tentativa de recuperacdo da estrutura tecidual normal, que € marcada por
maturacdo das células endoteliais e ocorre deposicdo proteoglicanas e
colageno na matrix extracelular (Gabbiani et.al., 1972). Ocorre também a
reorganizacdo da matriz extracelular, passando de provisoria a definitiva, cujo
aspecto fenotipico, reflete a forma da cicatriz. Com o decorrer do processo de
maturacdo e remodelagem, a maioria dos vasos, fibroblastos e células
inflamatérias desaparecem do local da ferida por meio de processos de
emigracao, apoptose ou outros mecanismos. Por outro lado, ainda havendo a
presenca elementos vasculares e celulares no local, ocorrera a formacéo de
cicatrizes hipertroficas e queloides (Arnold & West, 1991).

Nas ultimas décadas, varios estudos tém sido realizados no sentido de
se identificar substancias capazes de favorecer o processo de cicatrizacao.
Também a busca de substancias com atividade angiogénica tem sido intensa,
pelo seu grande potencial de aplicacdo clinica. Dentre as substancias que
possuem acéo direta no processo de cicatrizagcdo, destacam-se aquelas que
apresentam atividade angiogéncia, pois quando aplicados sobre a ferida,
induzem a contracdo e fechamento mais rapidos (Vargas et al., 2007; Nagai &
Embil, 2002).

O SulL, popularmente designado como “Cola-nota”, € amplamente

utilizada pela propulacdo como antiinflmatério, antitumoral e cicatrizante

(Nogueira et al, 2007; Ortencio, 1997).
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Devido a ampla utilizacdo do SuL pela populacdo e também a presenca
das atividades farmacoldgicas e biologicas descritas na literatura da familia
das Euphorbiaceae é que no presente trabalho objetivamos avaliar as
atividades genotoxica, antigenotoxica, angiogénica e potencial de cicatrizacao
do SuL, usando como modelo experimental o teste do microntcleo em medula
O0ssea de camundongo, a membrana corio-alantdidea do ovo embrionado de
galinha e do potencial de cicatrizacdo em feridas limpas em dorso de rato,

respectivamente.

2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivos gerais
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Analisar as atividades angiogénica, mutagénica e antimuagénica e o

potencial de cicatrizacdo do latex da Synadenium umbellatum (cola-nota).

2.2 - Objetivos especificos

2.2.1 — Avaliar da atividade angiogénica do latex da planta Synadenium

umbellatum, utilizando como modelo experimental & membrana corio-

alantéide de ovo embrionado de galinha.

2.2.2 — Avaliar a atividade mutagénica no latex extraido da planta Synadenium
umbellatum utilizando como modelo experimental o teste do microntcleo em

medula 6ssea de camundongos.

2.2.3 — Avaliar a atividade antimutagénica no latex extraido da planta
Synadenium umbellatum pelo tratamento simultdneo do latex da planta e de
composto sabidamente genotoxico Mitomicina C (MMC), utilizando-se o teste

do micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

2.2.4 — Avaliar o potencial de cicatrizacdo em feridas limpas em dorso de

ratos do latex da Synadenium umbellatum.

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Teste do micronucleo em MOH do camundongo
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3.1.1 - Latex da S. umbellatum

O latex da planta Synadenium umbellatum Pax (1894) foi coletado na
cidade de Goiania-Goias (16°37'40.94"S e 49°16'13.41"W). A exsicata do
material contendo caule, folhas e flores foi realizada e depositada no Herbario
do Instituto de Ciéncias Biologicas (Unidade de Conservacdo) da

Universidade Federal de Goias, sob numero 40.006.

A seiva foi extraida através de incisdo no tronco, a uma altura de 100
cm em relacdo ao solo. As células lactiferas drenaram um liquido de aspecto
leitoso, denominado de latex, que foi coletado 1,0 mL diretamente em seringa
de plastico estéril e transferido imediatamente para um recipiente de vidro
estéril contendo 9 mL de agua destilada, também estéril. Este material foi
estocado a 4° C pelo periodo maximo de até 30 dias (Mendonca, 2004, Mrué,
1997). A concentracdo do latex puro foi de 1g/mL. Posteriormente, diluiu-se
em agua destilada para obtencdo das concentracdes de estudo de 10, 20, 50

e 100 mg/mL.

3.1.2 - Animais
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Para realizar o teste do micronucleo, foram utilizados 50 camundongos
machos, saudaveis, da espécie Mus musculus “outbred" linhagem Swiss
Webster, oriundo do Biotério Central da Universidade Federal de Goiés,
apresentando peso corporeo entre de 41,0 + 5,2 g e faixa etéria entre 2 e 3
meses no dias do experimento. Os animais foram alojados em gaiolas
individuais de polipropileno, com piso soélido, forradas com serragem de
madeira previamente esterilizada, conforme padrbes internacionais. Os
animais foram acomodados em ambiente com temperatura media de 24+2°C
e umidade relativa de 55+5%: com ciclo de claro-escuro de 12 horas e tiveram

agua e alimentacéao ad libitum.

3.1.3 — Reagentes e Solucdes
3.1.3.1 — Solubilizacao das células

e As células provenientes da MOH de camundongo foram solubilizadas
em soro fetal bovino, produzindo por Laborclin Produtos para

Laboratorios.

3.1.3.2 — Fixador

e Metanol absoluto — Labsynth Produtos para Laboratorios

3.1.3.3 - Tampéao Fosfato (pH 6,0)
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e Fosfato de sddio dibasico (Na,HPO, . 12 H,0), Sigma-Aldrich Chemical
Company

e Fosfato de sédio monobasico (NaH,PO, . H,0), Sigma-Aldrich Chemical

Company

Composicado do tampao fosfato pH 6,0

Solucéo A
NasHPO, . 12 HoO e 17949
AQUA AESHIATAL .......cvvieiieieceie e, 100 ml
Solucao B
NaHPO,4 . HoO e 34459
Agua destilada............coeeveeeeeeeee e 500 ml
Tampao fosfato pH 6,0
Yo ] (8 o> Lo 1 NP 74 mi
SOIUGAO B 426 ml
AQUA AESHIATAL .......cveeviee ettt 1.500 ml

3.1.3.4 - Corante
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e Tampéao fosfato pH 6,0

e Giemsa, Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratorios

Composicédo do Corante Giemsa tamponado*

Tamp&o fosSfato PH 6,0...cccuueiiiiii e 100 ml
Yo TV E o =13 €] = F= W 100 ml
SOIUGED GIEMSA. ..o 9 ml

* Filtrado em papel filtro

3.1.4 — Controles
3.1.4.1 — Controle positivo
e Mitomicina C (MMC), Bristol-Myers Squibb

Solucéo de Mitomicina C

Mitomicina C......oi 5mg

Agua destilada @SEENil............ccvieuiiee e, 5ml

3.1.4.2 — Controle negativo

e Agua destilada estéril

3.1.5 - Aprovacdo em comité de ética
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O presente trabalho foi aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa
Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal

de Goias, protocolo n. 037/2008, de 26/06/2008.

3.1.6 - Procedimento Experimental
3.1.6.1 — Teste do Micronucleo em medula 6ssea de camundongo

Os camundongos foram divididos em grupos de cinco animais cada.
Foram tratados, intraperitoneal (ip), com doses do SuL de 10, 30, 50 e 100
mg.kg™ por peso corpéreo do animal por 24 horas. O grupo controle negativo
foi tratado com agua destilada estéril, enquanto que o grupo controle positivo
recebeu dose Unica intraperitonial de 4 mg.kg” correspondendo a 80% da
DLs, de mitomicina C. Para a avaliacdo da antimutagenicidade, foram
administrados as doses de 10, 30, 50 e 100 mg.kg-1 do latex da S.

umbellatum concomitantemente com uma dose de 4 mg.kg™ de MMC.

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os fémures
retirados. As epifises do fémur foram cortados e a medula 6ssea lavada com
1 mL de soro fetal bovino. Ap6s homogeneizacdo em tubo de ensaio contendo
a medula 6ssea e soro, o tubo foi centrifugado a 300 x g durante 5 minutos. O
sobrenadante foi parcialmente descartado. O precipitado de células foi
homogeneizado com pipeta de Pasteur. Uma gota de suspensao celular foi

transferida para a lamina de vidro onde foi feito o esfregaco celular. Apos
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secagem do esfregaco sanguineo, todas as laminas com os esfregacos foram
fixadas em metanol absoluto durante 5 minutos e coradas em solucéo
Corante de Giemsa tamponado, pH 6,8, por um periodo de 15 minutos
(Heddle, 1973). ApOs este periodo, as laminas foram lavadas em agua
corrente e deixadas secar em temperatura ambiente. A confeccdo dos

esfregacos e contagens foram realizadas pelo procedimento “duplo-cego”.

3.1.6.2 — Analise Citogenética

A analisse das laminas foi realizada em microscopio Optico comum
Nikon com a finalidade de se detectar possiveis alteracfes e/ou perdas
cromossbmicas (microndcleos) nos eritrocitos policromaticos (EPC) da
medula 6ssea dos animais submetidos aos diferentes tratamentos. As células
foram visualizadas em objetiva de imerséo (1000x), usando duas laminas para
cada animal, avaliando-se 1000 EPC por lamina. Foi utilizada a média de
duas laminas como resultados. Para a avaliacdo da citotoxicidade, foram
contados até 1.000 eritrécitos normocromaticos (ENC) e computados
simultaneamente 0 numero de eritrocitos policromaticos (EPC) e determinada

a razao EPC/ENC.

3.1.6.3 — Analise estatistica
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As frequéncias de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN)
em 1.000 EPC de cada grupo foram comparadas em relacdo ao grupo
controle negativo ou positivo pelo teste de ANOVA e todos os pares foram
comparados pelo teste Tukey. Foram considerados significativos valores de

p<0,05.

As frequéncias de EPC e ENC de cada grupo tratado com o latex foram
comparadas com 0 grupo controle negativo ou positivo pelo teste qui-

guadrado e foram considerados significativos valores de p<0,05.

3.2 — Avaliacao da atividade angiogénica na CAM

3.2.1 — Latex da S. umbellatum

O latex da planta Synadenium umbellatum Pax (1894) foi coletado na
cidade de Goiania-Goias (16°37'40.94"S and 49°16'13.41"W). A exsicata do
material contendo caule, folhas e flores foi depositada no Herbario do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (Unidade de Conservacao) da Universidade Federal de

Goias, sob niumero 40.006.

O latex foi obtido por incisdo no tronco da arvore. A densidade do latex
puro foi de 1g/mL. A solucdo aquosa de trabalho do SuL utilizada no estudo

apresentou uma concentracao de 10 e 20 mg/mL.

3.2.2 — Ovos embrionados de galinha
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Foram utilizados 100 ovos férteis de galinha (Galilus domesticus)
linhagem Rhoss, adquiridos junto ao Departamento de Zootecnia da Pontificia

Universidade Catdlica de Goias.

3.2.3 — Drogas e reagentes

- H,0 estéril (Halexlstar IndUstria Farmecéutica)

- Solucdo de dexametasona 4mg/mL — CxH,gFOs - Aché Laboratérios

Farmacéuticos, Lote n2 2668

- Biomembrana de latex - Biocure - Pele Nova Biotecnologia — Lote n®

04080100

- Formaldeido 37% - Rioquimica Ltda - Lote n®> 0402296

- Parafina (Petrobras)

- Coloragao hematolina-eosina (HE)

3.2.4 — Procedimento experimental

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automatica
durante os cinco dias a 37° C (£1° C) e com umidade entre 60 e 70% para a

formagéo da membrana corio-alant6ide (CAM).
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No quinto dia de incubacéao, foi realizada na casca do ovo, na 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 CAM e os ovos foram novamente incubados nas
mesmas condi¢bes. Na figura 8A, mostra a forma da abertura na casca do

ovo.

Figura 13 - A) - Observa-se os detalhes da abertura de 1,0 cm de didmetro na casca
do ovo. B) — Visdo da rede vascular da CAM no 13° dia desenvolvimento, bem como,
o papel de filtro (ponta da seta) que foi embebido com a substancia (teste ou
controles). Notar que o papel de filtro foi colocado pr6ximo a um vaso sangliineo
calibroso da CAM. Fotografia obtida com camera digital Sony Cyber-Shot — 6.0

mega pixels.
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No 13° dia de incubacgdo, discos de papel de filtro estéreis foram
embebidos com 3 pL da solucdo aquosa de latex extraido da Synadenium
umbellatum, nas concentragdes de 10mg/mL e 20 mg/mL, juntamente com 0sS
controles e colocadas diretamente sobre a membrana corio-alantoide,
permanecendo até o 16° dia (os detalhes podem ser visualizados na figura
8B). Nesse dia, as CAMs foram fixadas em solucéao de formol (10,0 % v/v) por
5 min, cortadas cuidadosamente e mantidas em placa de Petri com solucéo

de formol.

3.25 - Obtencdo da imagem e mensuracdo automatizada da

angiogénese.

Através de camara digital Sony Cyber-shot (6.0 mega pixels) foram
obtidas as fotografias das CAMs sobre um fundo branco, em tamanho
640X480 pixels e formato de RGB 24 bites, padronizados com objetivo de

analisar e quantificar a rede vascular formada.

Pela imagem capturada realizou-se a andlise e a quantificacéo da rede
vascular neo-formada. Determinou-se a area percentual de cada ensaio
usando programas Gimp for Windows (version 2.0.5) e Image J (versao 1.28).
As imagens foram preparadas de forma que a saturacao, brilho e contraste
permitiram uma melhor resolucdo dos vasos sanglineos que foram
quantificados em pixels correspondentes. A quantidade dos pixels

selecionada é proporcional ao nivel de vascularizacdo do campo de imagem
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capturada (Doukas 2006a, 2006b; Mansur et al., 2006; Blat et al., 2004;

Mendonca 2004).

3.2.6 — Analise histolégica da CAM

A CAM do ovo embrionado de galinha com a rede vascular neo-formada
foi fixada em solucdo de formaldeido a 10% e posteriormente incluidas em
parafina. Cada bloco de parafina foi preparado e seccionado em micrétomo
(Spencer) a 5 ym de espessura. Em seguida, foi corado pela hematoxilina-
eosina, para estudos da vascularizacdo em microscépio 6tico comum (Zeis-

Axioskop).

As imagens foram obtidas através da camera digital JVC-TK 1270
acoplado ao microscépico, pela placa de captura Pinnacle Studio AV/DV

Deluxe.

3.2.6 - Anédlise Estatistica

Para analisar a atividade angiogénica do SulL as percentagens das
areas obtidas da CAM dos grupos tratados e controles foram comparados por
Krushal-Wallis (ANOVA néao paramétrica) e, posteriomente, por comparagao

multipla (Método de Dunn). O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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3.3 — Avaliacdo da cicatrizacdo induzida pelo latex da Synadenium

umbellatum Pax (1894) em ferida limpa no dorso de rato

3.3.1 - Latex da S. umbellatum

O latex da planta Synadenium umbellatum Pax (1894) foi coletado na
cidade de Goiania-Goias (16°37'40.94"S and 49°16'13.41"W). A exsicata do
material contendo caule, folhas e flores foi depositada no Herbario do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (Unidade de Conservac¢éo) da Universidade Federal de

Goias, sob nUmero 40.006.

O latex foi obtido por incisdo no tronco da arvore. A densidade do latex
puro foi de 1g/mL. A solucdo aquosa do SuL utilizada nesse estudo

apresentou uma concentragao de 10 mg/mL.

3.3.2 - Drogas e reagentes

- Soro fisiologico (Salina 0,9% -HalexIstar Indastria Farmecéutica)
- Xilazina - Aché Laboratérios Farmacéuticos, Lote n2 2668

- Quetamina

- Biomembrana de latex - Biocure - Pele Nova Biotecnologia — Lote n°

04080100
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- Formaldeido 37% - Rioquimica Ltda - Lote n®> 0402296

3.3.3 - Procedimento experimental

3.3.3.1 — Animais

Para realizar o estudo foram utilizados 15 ratos (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia) linhagem Wistar, machos, adultos apresentando
peso corpoéreo variando em 200 a 300g, procedentes do Biotério Central da
Universidade Catodlica de Goias e faixa etaria entre 2 e 3 meses no dia do
experimento. Os animais foram alojados em gaiolas individuais de
polipropileno, com piso sodlido, forradas com “maravalha”, esterilizada,
conforme padrdes internacionais. O ambiente teve temperatura media de
21°C, sistema de ventilacao, ciclo de claro-escuro (claridade 07:00 -19:00,
escuro 19:00-07:00). Para cada grupo foi oferecida alimentacdo e agua ad

libitum, durante todo o periodo do estudo.

3.3.3.2 — Anestesia, tricotomia e excisao da pele
Todos os animais foram anestesiados com quetamina ( 87 mg/kg) e
xilazina ( 13 mg/kg) por via intraperitoneal. Apoés indugcdo anestésica, 0s

ratos foram posicionados em decubito ventral, imobilizados em prancha de
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acrilico, com contengdo dos membros, por tensores elasticos e submetidos a
tricotomia da regido dorsal com maquina elétrica. Foi demarcado na regiéo
toracica dorsal cranial do animal (por um molde de plastico rigido), um
retangulo com &rea equivalente a 6,8 cm’. Realizou-se a excisdo do
fragmento constituido de pele e tecido subcutaneo.

O processo cicatricial foi avaliada por observacdo macroscopica da

lesdo nos 7, 14 e 21 dias.

3.3.4 — Grupos experimentais e tratamento topico

ApoOs a excisdo da pele, os animais foram distribuidos aleatoriamente em
03 grupos de 5 animais.

GRUPO | — Controle — Solucéo salinaBiomembrana — Biocure®

GRUPO Il — Controle Padrao — Biomembrana — Biocure®

GRUPO Il — Teste — Solucdo aquosa do SuL — concentragédo 10mg/mL

Para o Grupo |, aplicou-se 5 mL de solucao salina (0,9%) na leséo da
pele. O procedimento foi repetido diariamente, até completar 21 dias apés a

incisdo da pele.

No Grupo Il, a biomembrana de latex da Hevea brasiliensis foi
suturada na pele de cada animal. A troca do curativo foi realizada de 4 em 4
dias. Em cada troca, os animais foram anestesiados com quetamina e
xilazina. O procedimento foi repetido diariamente, até completar 21 dias apés

a incisao da pele.

48



Para o Grupo lll, foi aplicada na lesédo da pele a 5 mL da solugcdo SuL
na concentracdo de 10 mg/mL. O procedimento foi repetido diariamente, até

completar 21 dias ap0s a incisao da pele.

3.3.5 - Avaliagédo da evolucao da cicatrizagao

As imagens da area de ferida foram monitoradas pela camara digital
Sony Cyber-shot (6.0 mega pixels) em cada 7 dias e as contracfes da area de

ferida foram calculadas em percentagem da area de cicatrizacdo da ferida.

3.3.6 — Anélise Estatistica

As areas de feridas em diferentes grupos foram comparadas utilizando-
se o teste Krushal-Wallis (ANOVA néo paramétrica) e posteriormente utilizou
um procedimento de compracao multipla (Teste de Tukey). Valores de p< 0,05

foram considerados significativos.
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ABSTRACT

Synadenium umbellatum Pax, popularly known as “cola-nota”, is a medicinal plant
that grows in tropical regions. The latex of this plant is used against various diseases,
such as diabetes mellitus, leprosy, tripanosomiasis, leukemia, and several malignant
tumors. The mutagenic, antimutagenic, and cytotoxic effects of the latex of this plant
species were investigated by measuring the frequency of micronuclei in mice bone
marrow cells. To evaluate mutagenicity, the animals were treated with four doses of
latex (10, 30, 50, and 100 mg/kg body weight). To study the antimutagenic activity,
the animals were simultaneously treated with latex and mitomycin C (4 mg/kg). The
cytotoxicity was evaluated by polychromatic and normochromatic erythrocytes ratio.
Our results showed an increased frequency of micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPCE) (P < 0.05). Concerning antimutagenicity, the doses of 10 and
30 mg/kg co-administered with mitomycin C showed significant decrease in MNPCE
frequency compared to the positive control group (P < 0.05). However, no significant
reduction in MNPCE frequency (P > 0.05) was detected at the doses of 50 and 100
mg/kg. Under our experimental conditions, the results obtained indicate strong
mutagenic and cytotoxic activity of S. umbellatum latex and moderate antimutagenic

effect at lower doses.

1. Introduction

Brazilian traditional or folk medicine has long been making use of plants and
plant-derived drugs or phytomedicines to treat a wide range of health problems. In
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conformity with this common knowledge, some plants have demonstrated interesting
properties, such as Annona crassiflora Mart. (Vilar et al., 2008), Solanum lycocarpum
St. Hil. (Costa et al., 2005), Phaseolus vulgaris (Ribeiro and Salvatori, 2003), and
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Andrade et al., 2006), since they were
able to reduce the incidence of DNA damage. Nevertheless, herbal medicines can be
potentially toxic to human health. Recent investigations have revealed that many
plants used in folk medicine are potentially genotoxic, such as Cochlospermum
regium (Schrank) Pilg. (Castro et al., 2004; Andrade et al., 2008), Ocotea duckei
Vatt. (Marques et al., 2003), Copaifera langsdorfii Desfon (Chen-Chen and Sena,
2002), Paullinia cupana Kunth (Fonseca et al., 1994), and the authors suggest that
their use must be well established.

Even among antimutagen compounds, great care should be taken because a
number of substances reported to be antimutagens or anticarcinogens have been
shown to be mutagenic or carcinogenic themselves (Zeiger, 2003). Due to this, it is
extremely important to test the genotoxicity of these preparations in order to assess
their mutagenic potential or genotoxicity modulation when associated with other
substances (Silva et al., 1995; Di Stasi et al., 2002). Plants are known to contain
innumerable biologically active compounds, and although they present
pharmacological properties, they may also cause harm, including damage to DNA
(Alade and Irobi, 1993; Marques et al., 2003). Thus, the investigation of traditionally
used medicinal plants is valuable for two main reasons: first, to use them as sources
of potential chemotherapeutic drugs; and second, as a measure of safety of
continuous use of medicinal plants (Verschaeve et al., 2004).

Synadenium umbellatum Pax (Euphobiaceae) (synonyms: Euphorbia

LT

umbellata and Synadenium grantii Hook), popularly known as “cola-nota”, “avelos”,
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“milagrosa”, and “cancerola”, is a medicinal plant that grows in tropical regions, both
in the American and African continents. The latex of this plant is used against various
diseases such as diabetes mellitus, Hansen’s disease, tripanosomiases, leukemia,

and several malignant tumors (Orténcio, 1997).

The mutagenic, cytotoxic, toxic, antitumoral, and antiangiogenic action of the
leaves of this plant have already been identified (Nogueira et al., 2008; Oliveira et al.,
2005; Reis et al., in press; Valadares et al., 2007). In folk medicine, the latex of
plants belonging to the genus Synadenium has been considered caustic and toxic.
Several studies have shown the presence of toxic substances and proteolytic
enzymes in the latex of this plant species (Govindappa et al., 1987; Jager et al.,
1996; Menonn et al., 2002). Other species of this genus also demonstrated anti-

inflammatory activity (Jager et al., 1996).

Due to the large utilization of plant latex as well as the relevant
pharmacological activities of this substance already described, the goal of the
present work was to evaluate the possible mutagenicity and/or antimutagenicity of S.

umbellatum latex (SuL) using micronucleus test.

2. Materials and methods

2.1 Synadenium umbellatum latex (SulL)

SuL was collected in Goiania (16°37'40.94"S and 49°16'13.41"W), state of
Goias, Midwestern Region of Brazil, in November 2007. A voucher specimen was
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deposited at the Herbarium of the Universidade Federal de Goias under the number
40.006/UFG. We extracted the sap through incisions in the trunk, at the height of 100
cm (3.28 feet) in relation to the soil. The secretory cells drained and 1.0 mL of this
latex was collected directly in a sterile plastic syringe and immediately transferred to
a sterile glass container with 9 mL of sterile distilled water. This material was stocked
at 4°C and used within 30 days (Mendonca, 2004; Mrué, 1997). The density of the

pure latex was 1 g/mL and it was diluted with distilled water just before use.

Phytochemical studies of members of the family Euphorbiaceae revealed the
presence of flavonoids, saponins, diterpenes, and phorbol esters (Bagalkotkar et al.,
2006; Jassbhi, 2006). Also, phorbol esters (Kinghorn, 1980), lectins (Premaratna et
al., 1981), glycoproteins (Rajesh et al., 2006), diterpene esters (Bagavathi et al.,
1988), and triterpenoids (Uzabakiliho et al., 1987) were identified in SuL and have

been proven to be associated with its pharmacological properties.

2.2 Animals

The experimental protocol (CEPMHA/HC/UFG no. 037/2008) was approved
by the Human and Animal Research Ethics Committee of the Universidade Federal
de Goias. Male Swiss albino (Mus musculus) mice (8-12 week-old) weighing 35 + 10
g were obtained from the Central Animal House of the Universidade Federal de
Goias and kept in polyethylene cages (40 cm x 30 cm x 16 cm) with husk bedding, in

an air-conditioned room (24 + 2°C; 55 *+ 5% relative humidity), with a 12-h light-dark
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cycle, and free access to drinking water and food (appropriate commercial rodent diet

Labina, Ecibra Ltda).

2.3 Chemicals and drugs

Mitomycin C (MMC), acquired from Bristol-Myers Squibb, was used in the
evaluation of antimutagenicity of the plant latex. Giemsa was obtained from Doles
Reagentes e Equipamentos para Laboratorios in Goiania. Methanol was obtained
from Labsynth Produtos para Laboratorios and fetal calf serum from Laborclin
Produtos para Laboratérios. Dibasic sodium phosphate and monobasic sodium

phosphate were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Company.

2.4 Experimental design

To assess SuL mutagenicity, doses of 10, 30, 50, and 100 mg/kg body weight
(bw) were administered by intraperitoneal injection (ip) to groups of five animals for
each treatment. A positive control (MMC) (4 mg/kg bw) and a negative control
(distilled sterilized water) were also included. Mice were euthanized by cervical

dislocation 24 h after SuL administration.

To evaluate antimutagenicity, four animal groups of five animals each were co-

treated by ip with 10, 30, 50, and 100 mg/kg bw of SuL and 4 mg/kg bw of MMC and
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euthanized by cervical dislocation 24 h after treatment. We used the same positive
control (MMC) and negative control (H,O) groups employed in the mutagenicity

evaluation.

For both experiments, after the period of treatment (24 h), mice femurs were
dissected, opened, the bone marrow was gently flushed out with fetal calf serum, and
centrifuged (300 g, 5 min). The bone marrow cells were smeared on glass slides,
coded for blind analysis, air-dried, and fixed with absolute methanol for 5 min. To
detect MNPCE frequency, we fixed the smears with Giemsa (Heddle, 1973),
prepared two slides for each mouse, and scored 1000 polychromatic erythrocytes
(PCE) per slide. The results were the average of two slides. To determine the
cytotoxic activity, we simultaneously computed 1000 normochromatic erythrocytes

and the polychromatic erythrocytes frequency.

2.5 Statistical analysis

In order to analyze the mutagenic activity of SuL, we compared the MNPCE
frequencies obtained for the treated groups and the negative control group using one

way analysis of variance (ANOVA), followed by all pairwise comparisons via a
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multiple comparison procedure (Tukey test). P-values lower than 0.05 (P < 0.05)

were considered indicative of statistical significance.

To analyze SuL antimutagenicity, we compared MNPCE frequencies observed
in the treated groups and the positive control group by F-test (ANOVA) followed by
Tukey test. P values lower than 0.05 (P < 0.05) were considered indicative of

statistical significance.

To evaluate the cytotoxicity of SulL, the polychromatic
erythrocytes/normochromatic erythrocytes ratio (PCE/NCE) of all treated groups was
compared to the result obtained in the mutagenic effect evaluation for the negative
control group, and the results found in the antimutagenic effect evaluation for the
positive control, using qui-square test (7). P values lower than 0.05 (P < 0.05) were

considered indicative of statistical significance.

3. Results

The results obtained for mice treated with different concentrations of SuL as
well as SuL in combination with MMC are shown in Table 1. No significant difference
in the frequency of MNPCE was observed between mice treated with 10 mg/kg of
SuL and the negative control (P > 0.05). A high increase in the frequency of MNPCE
was detected in mice treated with 30, 50, and 100 mg/kg of SuL compared to the

negative control (P < 0.05). Also, no significant difference was observed in MNPCE
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induction between the group treated with 100 mg/kg of SuL and the positive control

(P >0.05).

Simultaneous treatments with different concentrations of SuL and MMC led to
reduction in the frequency of MNPCE compared to MMC alone, which was only
significant for the treatments using 10 and 30 mg/kg of SuL with the addition of MMC
(P < 0.05), corresponding to decreases of 71.8% and 62.8% in the frequency of
MNPCE, respectively. By contrast, no significant reduction was observed for the
treatments combining higher concentrations of SuL (50 and 100 mg/kg) and MMC.
These results indicate lack of a dose-response correlation, since the lowest
concentration of SuL was found to be effective and a gradual increase in
concentration did not result in a proportional increase in the reduction of

mutagenicity.

No significant differences in the PCE/NCE ratio were observed when
comparing mice treated with 10 mg/kg of SuL and the respective negative control (P
> 0.05), whereas a significant reduction in this ratio was found in mice treated with
30, 50, and 100 mg/kg of SuL, indicating that these doses were cytotoxic to mice
bone marrow (P < 0.05), as shown in Table 1. Also no significant difference was
detected between the PCE/NCE ratio obtained for mice treated with 30, 50, and 100
mg/kg of SuL with the addition of MMC and those treated with SuL or MMC alone (P
> 0.05). Nonetheless, a significant increase in the PCE/NCE ratio was observed in
mice treated simultaneously with 10 mg/kg of SuL and MMC compared to those

treated with MMC alone (P < 0.05).
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4. Discussion

The present results show that the higher concentrations of SuL used (30, 50,
and 100 mg/kg) provoked a mutagenic effect on erythroblasts in the bone marrow.
We also detected a dose-response relation among concentration of Sul,
mutagenicity, and cytotoxity. Increased SuL concentrations resulted in increased
MNPCE and reduced PCE/NCE ratios. This fact might be explained, at least partially,

by the mutagenic action of SulL that resulted in cell death.

Sartorelli et al. (1989) reported that the oxygen free radicals generated by
some chemicals cause cytotoxicity. The relative cytotoxicity inherent in these
processes is contingent on the extent of DNA damage induced by the given drug and
on the ability of the cell to repair DNA damage; yet, cells have great difficulty to repair
damage caused by DNA-protein cross-linking drugs. Loss of both the DNA integrity
and its template action as a consequence of binding result in the inhibition of DNA
replication; in turn, cell division is blocked, transcription is inhibited, and the resulting
loss of RNA and subsequent protein synthesis culminate ultimately in cell death

(Balis, 1968).

Valadares et al. (2007) demonstrated the mutagenic activity of S. umbellatum
leaf extract using the micronucleus test in mice, in which the extract increased the
frequency of MNPCE when compared to the negative control group. The authors also

showed a dose-response relation, although not proportional to increase in dose.

77



On the other hand, in the present work, a simultaneous treatment with the
lowest concentrations of SuL (10 and 30 mg/kg) and MMC revealed a protective
effect against chromosome damage induced by MMC. The antimutagenic effect of
SuL observed in our study might be attributed to its action to reduce alkylation and
also to its antioxidant activity, since the genotoxic action of MMC is related to its
ability to alkylate DNA and produce reactive free radicals, which causes different
types of cellular damage, including DNA breaks. Studies have shown that the 2-
amino group of guanine is the site of alkylation (Kang et al., 2006). Thus, SuL action

might be related to the protection of the nucleophilic site in DNA.

In this study, we observed an increase in the PCE/NCE ratio compared to the
positive control (MMC) at the dose of 10 mg/kg co-treated with MMC. This fact
indicated that the lowest concentration of SuL with the addition of MMC reduced the
cytotoxic effect of the latter. No difference in the PCE/NCE ratio was observed
among the doses of 30, 50, and 100 mg/kg of SuL with the addition of MMC and
MMC alone. It has already been reported that the association of MMC with other
antitumoral agents cause an increase in their cytotoxic effect due to an increase in
apoptosis induction (Estrem and Vanleeuwen, 2000; Kraut and Drnovsek-Olup,
1996), but in our study, this was not detected. By contrast, we observed that there
was no increase in cytotoxicity when using SuL co-administered with MMC, which
might be explained by a simultaneous mutagenic and antimutagenic action of SuL at

the concentrations of 30, 50 and 100 mg/kg.

In conclusion, the present results indicate that SuL should be used with

caution since high doses of this compound can be genotoxic by themselves. These
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data contribute to better understand the mechanisms of action of SuL and,

consequently, to its safer and more effective application in human health.
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Table 1

Frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) and
polychromatic/ normochromatic erythrocytes ratio (PCE/NCE) observed in mice bone
marrow treated with different concentrations of Synadenium umbellatum latex (SuL)

and/or mitomycin C (MMC) and their respective controls.

No. of MNPCE
Treatment (mg/kg) PCE/NCE
animals Individual data® No. % Mean + SD*
Distilled water 5 2-3-3-2-1 11 0.22 2.2°+0.83 0.97°
MMC (4 mg/kg) 5 18-13-14-15-18 78 156  15.6°+2.30 0.35°
SuL (mg/kg)
10 5 3-2-4-2-2 13 026  2.6°+0.89 0.89°
30 5 7-6-5-9-7 34 068 6.8"°+148 0.69"°
50 5 11-8-10-10-9 48 096  9.6"°+1.14 0.54"¢
100 5 15-11-10-12-16 64 1.28  12.8°+258 0.36"
SuL + MMC
10 +4 5 6-4-5-4-3 22 044  44°°+114 0.73"¢
30 + 4 5 12-7-9-9-12 49 098  9.8°°+216 0.41°
50 + 4 5 16-13-11-13-10 63 1.26  12.6"+2.30 0.36"
100 + 4 5 20-19-13-17-18 87 174  17.4°+2.70 0.32°

& Per 1000 polychromatic erythrocytes per mouse.

b Statistically different from the negative control (distilled water) (P < 0.05).

¢ Statistically different from the positive control (MMC). (P < 0.05).
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Abstract

Synadenium umbellatum Pax, popularly known as “cola-nota”, is a medicinal plant
that grows in tropical regions. Latex of this plant is used to treat various diseases
such as diabetes mellitus, Hansen’s disease, tripanosomiases, leukemia and several
malignant tumors. In the present study, the angiogenic activity of S. umbellatum latex
was evaluated using the chick embryo chorioallantoic membrane (CAM) assay.
Results showed significant increase of the vascular net (p <0.05) compared to the
negative control (H2O). The histological analysis was in accordance with the results
obtained. In conclusion, our data indicate that S. umbellatum latex, under the

conditions of this research, presented angiogenic effect.

Resumo

Atividade angiogénica do latex de Synadenium umbellatum Pax.

Synadenium umbellatum Pax, popularmente conhecida como “cola-nota”, € uma
planta medicinal que cresce em regides tropicais. O latex desta planta tem sido
utilizado no tratamento de varias doencas, como diabetes mellitus, hanseniase,
tripanossomiases, leucemia e varios tumores malignos. No presente estudo, a
atividade angiogénica do latex de S. umbellatum foi avaliada pelo ensaio da
membrana corio-alantide (CAM) de ovo embrionado de galinha. Os resultados
mostraram aumento significativo da rede vascular (p<0.05) em relagcdo ao controle
negativo (H,O). A analise histologica esta em concordancia com os resultados
obtidos. Em concluséo, os dados indicaram que, nas condi¢des experimentais deste

estudo, o latex de S. umbellatum exibiu efeito angiogénico.

1. Introduction
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Angiogenesis, the formation of new blood vessels from a preexisting
vasculature, is a process involving the proliferation and migration of endothelial cells
(ECs) and occurs during normal wound healing. Angiogenesis involves a series of
coordinated events: proliferation of ECs, migration to distal sites, cell realignment,
vessel formation, and production of a new basement membrane (Folkman, 2003).
Revascularization may be beneficial in the recovery from injuries such as ischaemic
stroke (Krupinski et al, 2003, Slevin et al., 2005), but might be detrimental in
promoting tumor growth and metastasis, diabetic retinopathy, and atherosclerosis
(Slevin et al., 2006).

Plants have been used as medicine for thousands of years (Samuelson, 2004)
and tropical rain forests represent a vast reservoir of potential drug species. The
potential for finding more compounds is enormous since currently only about 1% of
tropical species have been thoroughly investigated for their pharmaceutical potential
(Gurib-Fakim, 2006). Various species of plants have shown angiogenic actions. The
extracts of Ginkgo biloba, Aloe vera, Angelica sinensis, Dalbergia odorifera,
Epimedium sagittatum, Patrinia villosa and Trichosanthes kirilowii enhanced
angiogenesis in vivo (Juarez et al., 2000; Choi et al., 2002; Wang et al., 2004).

Synadenium umbellatum Pax (Euphorbiaceae), popularly known as “cola-nota”,

” ” o«

“avelés”, “milagrosa”, “cancerola”, is a medicinal plant that grows in tropical regions,
both in America and Africa. The latex of this plant is used against various diseases
such as diabetes mellitus, Hansen’s disease, tripanosomiases, leukemia, and
several malignant tumors (Orténcio, 1997). The mutagenic, cytotoxic, antitumoral and
antiangiogenic action of the leaves of this plant have been already identified

(Valadares et al., 2007; Nogueira et al., 2008). In folk medicine, the latex of plants
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belonging to the genus Synadenium has been considered caustic and toxic. Studies
carried out with Synadenium grantii Hook showed the presence of toxic substances
and proteolytic enzymes in its latex (Govindappa et al., 1987, Jager et al., 1996;
Menonn et al., 2002). Also, other species of this genus, demonstrated anti-
inflammatory activity (Jager et al., 1996).

In the present study, we aimed at evaluating the angiogenic activity of S. umbellatum

latex using the chick embryo chorioallantoic membrane (CAM) assay.

2. Materials and Methods

2.1. Synadenium umbellatum latex

S. umbellatum latex was collected in Goiania, in the state of Goias, Brazil, in
November 2007. A voucher specimen was deposited at the Herbarium of the Federal
University of Goias under the number 40.006/UFG. The sap was extracted through
incisions in the trunk, at the height of 100 cm (3.28 feet) in relation to the soil. The
secretory cells drained and 1.0 mL of this latex was collected directly in a sterile
plastic syringe immediately transferred to a container of sterile glass container with 9
mL of sterile distilled water. This material was stocked at 4° C for a maximum period
of 30 days (Mendonca, 2004, Mrué, 1997).

The density of the pure latex was 1g/mL. Later, it was diluted with distilled water to

obtain the concentrations of 10 and 20 mg/mL

2.2. Fertilized chicken eggs
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We obtained 100 fertile chicken eggs (Galilus domesticus) lineage Rhoss from
Zootechnics Department of the Catholic University of Goias, Brazil, to be used in this

experiment.

2.3. Drugs and reagents

We used the following drugs and reagents in this study: sterile H,O (Halex Istar
Indastria Farmacéutica Ltda), 4mg/mL dexamethasone solution ( C2,H29FOs (Aché
Laboratérios Farmacéuticos S.A —lot n® 2668), latex biomembrane (Biocure) (Pele
Nova Biotecnologia lot n® 04080100), Leishman dye (Doles Reagentes),

formaldehyde 37% (Rioquimica Ltda, lot n® 0402296), and paraffin (Petrobras).

2.4. Experimental design

We incubated five groups of 20 fertilized chicken eggs at 37° C in a humidified
atmosphere (60-70% relative humidity). On day 5 of incubation a circular window was
opened in the large end of the eggshell, the membrane was removed, and the eggs
were returned to the incubator. Filter paper disks were soaked up with 3 pL of an
aqueous solution of S. umbellatum latex at 20mg/mL (30 pg) and 20 mg/mL (60 pg)
of S. umbellatum and were placed on top of growing CAM at day 13 of incubation
under sterile conditions. Positive (Biocure), negative (3 pL water) and inhibitor (12 pg

dexametasone) controls were included.
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The angiogenic response was evaluated 72 hours after the treatments. CAMs were
fixed in formaldehyde solution (3.7%) for 5 min, cut with curves blunt scissors and

maintained in Petri dishes in the presence of formaldehyde solution.

2.5. Obtaining images and automated measure of the angiogenesis

Through a digital camera (Sony Cyber-shot 6.0 mega pixels) CAM pictures
were taken on a white background, at 640 X 480 pixels and 24-bit RGB.
Analysis and quantification of the neoformed vascular net were made through the
captured images. The percentage area of each assay was determined using the
programs Gimp for Windows (version 2.0.5) and Image J (version 1.28). The images
were prepared so that the saturation, light and contrast allowed a better resolution of
the blood vessels which were quantified in corresponding pixels. The amount of
selected pixels is proportional to the level of vascularization of the captured image

field (Doukas, 2006a, 2006b; Blat et al., 2004; Mendonca, 2004; Mansur et al., 2006).

2.6. Histological analysis

CAM of the fertilized chicken eggs with vascular neo-formed network was fixed
in 10% formaldehyde solution and embedded in paraffin. After that sections were cut
from each block, stained with hematoxylin-eosin (HE) and examined in a light
microscopy. CAM pictures were obtained using a JVC TK1270 camera coupled to a

microscope and the images were captured by plate Pinnacle Studio AV/DV Deluxe.

2.7. Statistical analysis
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In order to analyze the angiogenic activity of S. umbellatum latex, the
percentage areas of CAM obtained in the treated and control groups were compared
by Kruskal-Wallis one way analysis of variance on ranks followed by multiple
comparison procedure (Dunn’s method). P values less than 0.05 (p<0.05) were

considered as indicative of significance.

3. Results

The results obtained from the neoformed vascular net were analyzed using two
different processes. In the first one, the percentage of vascular net area for S.
umbellatum latex and the different controls was calculated and the images of
vascular net were shown. In the second, histological analysis of the neoformed
vascular net were carried out.

Table 1 presents the results of vascularization percentage in CAM after
treatment using two different concentration of S. umbellatum latex and the controls.

In the treatments using S. umbellatum latex at the concentrations of 10 mg/mL
and 20 mg/mL of latex of S. umbellatum, the vascularization percentage means were
49.1 and 52.9 respectively, while the negative control (water) was 32.6. The two
concentrations of latex exhibited a significant increase of vascular net percentage
compared both to the negative control (P<0.05) and the inhibitor (P<0.05). We did
not observe a significant difference among the two doses of latex and the positive

control (P>0.05). The inhibitor (dexamethasone) showed a considerable reduction
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compared to the negative control (H,O), although we did not find a significant
difference between these controls using the Kruskal Wallis test (p>0.05).

The images of the vascular net of the group treated with the latex (10 mg/mL)
and the different control groups of controls are shown in Figure 2. In this figure, it is
possible to observe a clear difference in formation of vascular net among the group
treated with latex and the different controls groups. A larger vascularization was
observed in the positive control group as well as in the group treated with S.
umbellatum latex. The vascularization was smaller in the negative control and
inhibitor groups. The pure latex was also tested, but it destroyed CAM completely
and killed the chick embryo.

Figure 3 shows the images of histological analysis, exhibiting the formation of
the vascular networks in the different controls and in the group treated with 10 mg/mL
of S. umbellatum latex.

The Figure 4 presents a detail of Figure 3H, showing the formation of the blood
vessels and inflammatory elements caused by the treatment using S.umbellatum

latex.

4. Discussion

For centuries, plants have been widely used as food and for medicinal purposes
in different cultures. In the last few years, the interest in plant medicines has
increased worldwide.

Because of the immense flora existing all over the world along with cultural

aspects, the use of plants in the form of crude extracts, infusions, or plasters has
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been revived as a usual practice to treat common diseases (Marques and Farah,
2009).

Nogueira et al. (2008) have already investigated the pharmacological actions of
the ethanolic crude extract of aerial parts of S. umbellatum and confirmed the
antitumoral and antiangiogenic effects of this plant. Also the latex of plants belonging
to the genus Synadenium is a common source of folk medicine, mainly to treat
cancer (Orténcio, 1997) and some of its biological activities have been identified
(Afonso-Cardoso et al., 2007; Rogério et al., 2007; Premaratna et al., 1984). Thus,
we aimed at evaluating the angiogenic activity of the S. umbellatum latex on chick
embryo.

The CAM assay has been widely used as an in vivo model to study the
angiogenic activity of various agents, e.g. growth factors, cytokines, hormones,
drugs, tissue extracts and implanted tissue grafts (Zwadlo-Klarwasser et al., 2001).
Toxicity of drugs on chick embryos can be evaluated by embryo death or adverse
effects on CAM, including inflammation and neovascularization (Vargas et al., 2007).

The results obtained in this study demonstrated that the treatments using 10
and 20 mg/mL S. umbellatum latex showed a significant increase of percentage
area of vascular net in fertilized chicken eggs compared to the negative and inhibitor
control groups (p<0.05). However, there was not a significant increase in latex
induction of neoformed vascular net when compared to the positive control (p>0.05).
The angiogenic activity was measured by counting the number of blood vessels in a
given area (Staton et al., 2004). There was a significantly increase of vascularization
in the positive control and in the group treated with S. umbellatum latex compared to

the negative and inhibitor controls (P<0.05) (Figure 2).
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The different formations of vascular net evaluated by histological analysis in the
different controls and in group treated with the latex of the plant (Figure 3) are in
accordance with the digital images presented. We can observe an evident inhibition
of blood vessels by dexamethasone (inhibitor control) since these areas showed poor
vascularization (Figures 3A and 3B). We also observed poor blood vascular
structures in the negative control (Figures 3E and 3F). The positive control (Figures
3C and 3D) and the treatments using S. umbellatum latex (Figures 3G and 3H)
presented a relevant increase in vascular net as well as infiltrated inflammatory cells
(Figure 4 — detail of Figure 3H).

All the results herein obtained using CAM assays in vascular net (percentage of
vascularization, digital images, and histological analysis) allow to infer that S.
umbellatum latex stimulated the growth of new vessels in CAM.

We observed in our experiment that even a small quantity of the pure latex killed the
chick embryo (results not shown here) proving it is very toxic. Vargas et al. (2007)
showed that toxic substances can induce inflammatory response. As S. umbellatum
latex is toxic, it probably stimulated inflammatory responses which permitted the
migration of neutrophils and macrophages cells shown in Figure 4.

It has already been pointed out in the literature that the inflammatory cells are
important to activate factors such as cytokines, interleukins (IL-1, IL-2 and IL-8),
vascular endothelial growth factor (VEGF), and platelet activating factor. These are
endothelial cell-specific growth factors and have an important role in the initiation and
amplification of inflammatory response (Zijlistra et al., 2006), and consequently in
activating angiogenic factors (Dona et al. 2003; May et al., 2008), since all of them

induce the growth of the pre-existing vessels and neoformation of others in CAM.
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5. Conclusion

In the present research, the angiogenic activity of S. umbellatum latex was
evaluated using the CAM assay and the results showed that it presents angiogenic

activity.
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Tablel. Vascularization percentage obtained with treatment of S. umbellatum latex and
different controls.

S urr;gteel )I(atum Vascularization percentage Mean £ SD
10 mg/mL_ 47.2, 52.9, 46.5, 62.4, 54.4, 525, 51.6, 57.8,
3 L) 56.3, 43.5,58.6, 48.6, 50.2, 47.2, 58.4, 46.2, 49.1 +5.58#
H 55.7, 51.9, 49.1, 42.4
20 mg/mL_ 60.5, 57.1, 48.9, 50.7, 55.6, 54.8, 47.9, 52.4,
3uL) 58.3, 60.1, 46.5, 56.4, 49.3, 54.7, 55.2, 51.6, 52.9 + 4.35#
H 46.3, 50.7, 52.1, 48.3
H,O (3 L) 36.3, 32.5, 38.5, 33.6, 29.1, 37.2, 28.7, 35.6,
(nzegativt} control) 33.2, 30.1,28.5, 27.9, 32.1, 35,5, 30.2, 33.7, 32.6+3.19*
32.8, 28.2, 33.7, 34.6
9.6, 14.7, 14.3, 15.6, 12.4, 11.9, 10.8, 9.5,
9.1, 129,135, 12.1, 11.3, 9.8, 10.3, 9.3,  11.8+1.96*
14.1, 12,5, 10.2, 11.5
55.8, 52.3, 58.6, 53.8, 57.4, 50.9, 58.7, 59,2
54.3, 53.2,57.1, 54.6, 58.9, 51.5, 57.6, 56.3, 55.7 +2.77#
54.9, 52.6, 55.5, 60.3

Dexamethasone
(12uQ) (inhibitor)

Biocure
(positive control)

Same symbols (p > 0.05) Different symbols (p < 0.05)

All the results were compared to controls groups by Kruskal-Wallis one way ANOVA on
ranks and followed by multiple comparison procedure.

P values less than 0.05 (p<0.05) were considered as indicative of significance.

Figure 1 - Chorioallantoic membrane from a fertilized chicken egg presenting vascular net at

12 days of incubation.

100



Inhibitor control Negative control S. umbellatum latex  Positive control

Figure 2 — Formation of the vascular network in different controls and in the treatment using
S. Umbellatum latex.
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Figure 3 - Paraffin sections stained with hematoxylin-eosin. Control inhibitor
(dexamethasone) shows a few conjunctive tissue cells and also few blood vessels (A and B).
Positive control (Hevea brasiliensis latex biomembrane) shows some newly formed blood
vessels and inflammatory elements (C and D) and, in detail, well formed blood vessels and
many nuclear erythrocytes (D). For the negative control (distilled water), the arrows show few
blood vessels structures (E and F). Treatment using S. umbellatum latex shows well organized
vessels, replete of nuclear erythrocytes and inflammatory elements (G and H):

ec = ectoderm ms = mesoderm en =endoderm.
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Figure 4 — Treatment using S.umbellatum latex (Detail of fig. 3H)

Note the presence of fibroconjunctive tissues, blood vessels well formed, nuclear erythrocytes

within the lumen of new vasculature and inflammatory elements.
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Abstract

Synadenium umbellatum Pax, popularly known as “cola-nota”, is a medicinal plant that grows
in tropical regions. Latex of this plant is used to treat various diseases such as diabetes
mellitus, leukemia, several malignant tumors and wound-healing. To evaluate the wound
healing activity of the latex plant, rectangular excision wound model was employed on rats.
Wistar rats were daily treated with 5 mL of latex solution (10 mg/mL) topically. The
percentage wound closure was measured. Topical application of S. umbellatum latex in
excision wound model increased significantly the percentage of wound contraction when
compared to negative control (p<0.05). In conclusion, the S. umbellatum latex accelerated
wound healing in rats under the experimental conditions of this work.

Keywords: S. umbellatum latex, wound healing, rats.

Resumo

Atividade cicatrizante do latex de Synadenium umbellatum em ratos

Synadenium umbellatum Pax, popularmente conhecido como “cola-nota”, é uma planta
medicinal que cresce em regides tropicais. O latex desta planta tem sido utilizado no
tratamento de varias doencas, como diabetes mellitus, hanseniase, tripanossomiases, leucemia
e varios tumores malignos. Para avaliar a atividade cicatrizante do latex da planta, 0 modelo
de excisdo foi utilizado em ratos. Ratos Wistar foram tratados diariamente com 5 mL de

solugdo de latex (10 mg/mL) topicamente. O percentual de fechamento de ferida foi
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mensurado. A aplicacdo topica do latex de S. umbellatum na ferida aumentou
significativamente o percentual de fechamento em relacdo ao grupo controle negativo
(p<0,05). Em conclusdo, o latex de S. umbellatum acelerou o processo de cicatrizacdo em
ratos sob as condi¢des experimentais do presente trabalho.

Palavras-chaves: latex de S. umbellatum, cicatrizacéo, ratos.

1. Introduction

Synadenium umbellatum Pax (Euphobiaceae) (synonyms: Euphorbia umbellata and
Synadenium grantii Hook), commonly known as “cola-nota”, “avel6s”, “milagrosa”, and
“cancerola”, is a common plant in tropical regions, both in the American and African
continents.

Traditionally S. umbellatum latex (SulL) is used to treat common diseases such as diabetes
mellitus, Hansen’s disease, tripanosomiases, leukemia, and several malignant tumors
(Orténcio, 1997; Nogueira et al., 2008). The leaves of this plant is reported to possess
mutagenic and cytotoxic action (Valadares et al., 2007), toxic effect in mice (Oliveira et al.,
2005) and antitumoral and antiangiogenic activity (Nogueira et al., 2008). In folk medicine,
the latex of plants belonging to the genus Synadenium has been considered caustic and toxic.
Several studies have shown the presence of toxic substances and proteolytic enzymes in the
latex of this plant species (Govindappa et al., 1987; Jager et al., 1996; Menonn et al., 2002).
Other species of this genus also demonstrated anti-inflammatory activity (Jager et al., 1996).
Recently, using the chick embryo chorioallantoic membrane assay, our research team was
able to demonstrate the angiogenic effect of Synadenium umbellatum latex (Melo-Reis et al,
in press). Angiogenesis, the sprouting of capillaries from preexisting vessels, is the principle

process by which organs become vascularized (Folkman & Haudenschild, 1980) and plays an
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essential role in wound healing (Bates & Jones, 2003). The present study was carried out to
evaluate the action of S. umbellatum latex on wound healing activity using in vivo excision

wound model.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

S. umbellatum latex (SuL) was collected in Goiania, in the state of Goias, Brazil, in November
2007. A voucher specimen was deposited at the Herbarium of the Federal University of Goias
under the number 40.006/UFG. The sap was extracted through incisions in the trunk, at the
height of 100 cm (3.28 feet) in relation to the soil. The secretory cells drained and 1.0 mL of
this latex was collected directly in a sterile plastic syringe immediately transferred to a
container of sterile glass container with 9 mL of sterile distilled water. This material was
stocked at 4° C for a maximum period of 30 days (Mendonca, 2004, Mrué, 1997).

The density of the pure latex was 1g/mL. Later, it was diluted with distilled water to obtain

the concentrations of 10 mg/mL, which was used to perform the present work.

2.2. Animals

The experimental protocol (CEPMHA/HC/UFG no. 037/2008) was approved by the Human
and Animal Research Ethics Committee of the Universidade Federal de Goias. Wistar albino
rats of male sex weighting 250 and 350 g were obtained from Biotery of Universidade
Catdlica de Goias, Brazil. The animals were stabilized for 1 week. They were maintained in
standard conditions at room temperature, 55 + 5% relative humadity and 12 h light dark cycle.

They had been given food and water ad libitum throughout the course of the study.
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2.3. Experimental procedure

The animals were divided into three groups of five animals each (Table 1):
e Group I served as negative control treated with saline solution 0.9%
e Group Il served as standard treated with Biomembrane of Hevea brasiliensis (Biocure),

e Group Il served as test treated with SuL (50 mg/animal/day topically).

This model was used to monitor wound contraction and wound closure time. Each group of
animals (five-animals) was anaesthetized by ketamine (87 mg/kg) and xylazin (13 mg/kg).
The back hairs of the mice were depilated by shaving. The rectangular wound (3 x 2.5 cm)
was created on the dorsal interscapular region of each animal by excising the skin with a pair
of sharp scissors and a scalpel. The reference material (Biocure) was changed every three
days. The latex and the vehicule (saline solution 0.9%) were administered once a day till the
day 21. The progressive changes in wound area were monitored by a camera (Sony Cyber-
Shot 6.0 mega pixels) each 7 days. Wound contracting was calculated as percentage of the

reduction in wounded area (Van Winkler, 1967; Ramsey et al., 1995).

2.4. Data analysis

In order to analyze the wound healing activity, the percentage of wound contraction area
obtained in the treated and controls groups were compared using Kruskal-Wallis one way
analysis of variance on ranks and all pairwise were compared by multiple comparison

procedures (Tukey Test) and a value of p < 0.05 was considered as indicative of significance.

108



3. Results

In this study, an inquiry on wound healing activity of the S. umbellatum latex which has been
used in the treatment of wound area was carried out on rats by excision wound model. The
measurements of the progress of wound healing induced by the latex, reference drug and
negative control are shown in Figure 1.

Our results indicated that the group of animals treated with SuL showed 19.8% of wound
contraction area on day seven, that showed no significant difference when compared to
negative control (21.9%) and also a reference drug - Biocure (23.6%) (P > 0.05).

For the other hand, the SuL demonstrated 79.1% and 97.4% of wound contraction on day
fourteen and twenty one respectively . These results were similar to contraction values of the
reference drug - Biocure (79.1% and 96.4%) (p>0.05) and these both wound contraction
areas ( SuL and Biocure) were significantly greater compared to negative control group ( 70,7
% and 79.7%) (p<0.05) as shown on Table 1.

Thus, the results indicated that topical application of SuL increased the percentage of wound
contraction and it almost has completed wound healing area on day twenty one. This fact also
may indicate an increase of the velocity of epithelization and collagenization (Deshmukh et

al., 2009).

4. Discussion

Wound healing is a process by which damage tissue is restored as closely as possible to its
normal state and wound contraction is the process of shrinkage of the area of the wound. It is

mainly dependent upon the extent of damage, the general state of health and the ability of the
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tissue to repair (Nayak et al., 2007). In our study, the SuL increased the wound contraction
when compared to negative control (saline solution) (P < 0.05).

Phytochemical studies of members of the family Euphorbiaceae revealed the presence of
flavonoids, saponins, diterpenes, and phorbol esters (Bagalkotkar et al., 2006; Jassbi, 2006).
The preliminary phytochemical analysis of the S. umbellatum latex by various researchers
showed the presence of phorbol esters (Kinghorn, 1980), lectins (Premaratna et al., 1981),
glycoproteins (Rajesh et al., 2006), diterpene esters (Bagavathi et al., 1988), and triterpenoids
(Uzabakiliho et al., 1987). Studies have shown that phytochemical constituents like
flavonoids (Tsuchiya et al., 1996) and triterpenoids (Scortichini and Pia, 1991; Asif et al.,
2007) are known to promote the wound healing process mainly due to their astringent,
antioxidant and anti-microbial properties, which apper to be responsible for wound
contraction.

More recently, Rajesh et al. (2006) purificated and characterizated on heat stable glycoprotein
from S. umbellatum latex, which has action on human fibrinogen and fibrin clot, which are
important steps in the healing process.

However, the exact component of the latex that is responsible for this effect was not known
until this moment. Further phytochemical studies are needed to isolate the active compound(s)

responsible for this pharmacological activity.

5. Conclusion

The present study demonstrated that S. umbellatum latex was capable to promoting wound

healing activity in our experimental conditions.
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Table 1. Effect of Synadenium umbellatum latex topically in excision wound healing model.

%Wound contraction on day

Treatment Scar area (mm?)
7th 14th 21th

Negatie control (saline solution-0.9%) 219+ 2.4 70.7+£4.2 79.7+£3.2 31.8 £6.57

Biocure-Biomembrane of H. brasiliensis 23.6+3.6 77.9%+13 96.4*+25 4.4* +£1.50

S. umbellatum latex (50 mg/animal/day topically) 19.8+5.38 79.1*+4.2 97.4* £ 2.7 3.2*+1.30

Values are mean + SD (n = 5).

* P <0.05 when compared to negative control.
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Figure 1. Experimental wound area on day 21. (A) Negative control (0.9% saline-solution)

, (B) Biomembrane of H. brasiliensis (Biocure) and (C) S. umbellatum latex (50

mg/animal/day topically).

5 — CONCLUSOES

No presente trabalho foram avaliadas as atividades mutagénica,
antimutagénicagenotdxica, angiogénica e o potencial de cicatrizacdo do latex da
Synadenium umbellatum (SulL). Os resultados obtidos nos diversos ensaios

bioldgicos, permitiram nos concluir:

SuL mostrou forte acdo mutagénica, citotoxica, antimutagénica e acao
moderada de anticitotoxidade pelo teste do micronicleo em medula 6ssea de

camundongo.

Foi observada a atividade angiogénica do SuL pelo ensaio da membrana

corio-alandoidea do ovo embrionado de galinha.
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Observou-se também que o SuL aumentou a velocidade de cicatrizagao

em ferida limpa em dorso de rato.
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Data de Entrada no CEPMHA-HC/UFG: 1% /03 7/ 9008

Nimero do Protocolo no CEPMHBA-HCAFG ,L 031 , oo ¢ J

¢ O pimero do protocolo é o controle da pesquisa neste Comité,
solicitamos que 0 mesmo seja mencionado em todos os documentos
referentes a pesquisa, bem como em caso de solicitacao de informacoes

sobre o estudo.

U Marlene Rok}rmgws Ferrejra
Secreta e et ATICA FG

Coordenadora da = -cretaria de Comiss
Hnanital das Clinioas /UFG
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Aprovagdo no Comité de Etica.

C VI INTIRIG B EDUCACA0 E DO DESPOR]T
H VR RNIDADE FEDER AL DI
COISEETE P FTICA M PESOUVIES I.i}

PROTOCOLO CEPMHA/HC/UFG N." 037/2008 Goiénia, 26/06/2008

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Dr. Paulo Roberto de Melo Reis

TITULO: “Avaliacdo das atividades angiogénica/anti-angiogénica e mutagénica
antimutagénica do latex extraido da Synadenium Umbellatum”

Area Tematica: Grupo 11l

Area de Conhecimento: Ciéncias Biologicas - Genética
Local de Realizagio: Universidade Federal de Goids - Depto. de Biologia Geral/ICB

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital da
Clinicas da Universidade Federal de Goias, apos analise e atendimento a adequagdo
solicitada, aprovou, o projeto de Pesquisa acima referido, juntamente com 0s documentos

apresentados e estes foram considerados em acordo com os principios éticos vigentes.

o Informamos que nfohd necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

e O pesquisador responsdvel deverd encaminhar ao CEPMHA/HC/UFG,
relatérios trimestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusdo(des)
e publicagio(des).

e O CEPMHA/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria de estudo
em desenvolvimento para avaliagio e verificagdo do cumprimento das normas da
Resolugdo 196/96 (Manual Operacional Para Comités de Etica em Pesquisa - Item
13)

<
Farm. J6sé Mério Coelho/Moraes
Coordenador do CEPMHA/HC/UFG
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Comunicacédo de Aceite de publicacdo Brazilian Journal of Biology:

Manuscrito: Angiogenic activity of Synadenium umbellattum PAX”

--- Em qua, 7/1/09, Brazilian Journal of Biology <bjb@bjb.com.br> escreveu:
De: Brazilian Journal of Biology <bjb@bjb.com.br>

Assunto: Aceitagdo BJB-096/08

Para: chenleego@yahoo.com.br

Data: Quarta-feira, 7 de Janeiro de 2009, 16:58

Prezado(a) Autor(a) Dr.(a) Lee Chen Chen

Pela presente, vimos informar-lhe que seu manuscrito (artigo cientifico) intitulado “Angiogenic
activity of Synadenium umbellattum PAX” foi aceito em 05/01/09 no Brazilian Journal of
Biology.

Data prevista para publicacdo: fevereiro de 2010, ou seja, volume 70.1

Atenciosamente
Profa. Dra. Takako Matsumura Tundisi

Editora Chefe
Brazilian Journal of Biology
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