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Resumo: A Tabebuia impetiginosa é uma planta conhecida popularmente como ipé-roxo, encontrada na América do Sul
e Central e amplamente distribuida no cerrado brasileiro. A casca da planta apresenta componentes quimicos que pos-
suem acdo anti-inflamatéria, antitumoral, antibacteriana e antifiingica, podendo ser utilizada no tratamento de diversas
enfermidades. Com base no potencial terapéutico que os componentes quimicos extraidos da casca da planta podem
oferecer, o presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade angiogénica da Tabebuia impetiginosa (Ipé-roxo). A pos-
sivel atividade angiogénica da planta foi avaliada pelo ensaio da membrana corio-alantoide (MCA) de ovos embrionados
de galinha. O experimento evidenciou um aumento da rede vascular (p<0,05) da MCAs em relagdo aos controles neutro
(H20) ¢ inibidor (Dexametazona) pelo uso da solugao aquosa do ipé-roxo na concentragdo de 10 mg/ml, inferindo deste
modo, que esta substancia possui atividade angiogénica.

Palavras-chave: Tabebuia impetiginosa. Ipé-roxo. Atividade angiogénica. Membrana corio-alantoide.

Abstract: The Tabebuia impetiginosa is a plant popularly known as Purple Ipe, found in South and Central Americas
and variably distributed in the Brazilian Cerrado. The plant’s bark presents chemical components with anti-inflammato-
ry, antitumor, antibacterial and antifungal actions, being able to be utilized in several infirmities. Based on therapeutic
potential that the tree’s bark can offer, the present study had its objective set on avail of the angiogenesis capacity of the
Tabebuia impetiginosa by the chorioallantoic membrane (CAM) assay in embryonated hen eggs. The experiment showed
an increase in vascular nets (p<0,05) from CAMs related to the negative controls (H20) and inhibitor (Dexamethasone)
by the use of aqueous solution at 10 mg/dL of the purple Ipe, inferring that this substance possesses an angiogenic action.
Keywords: Tubebuia impetiginosa. Purple Ipe. Angiogenic activity. Chorioallantoic membrane.
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INTRODUCAO

O processo de formagdo de novos vasos san-
guineos a partir de vasos preexistentes ¢ denominado
angiogénese. A angiogénese consiste em uma série
de eventos coordenados envolvendo a proliferacio e
migracdo de células endoteliais, realinhamento das
células, formagdo de vasos e produgdo de uma nova
membrana basal'. A angiogénese é comum em proces-
sos fisiologicos e em processos patologicos, sendo
caracterizados como benéficos ou prejudiciais; bené-
ficos, participando do processo de cicatrizagdo teci-
dual, regeneracdo de 6rgdos, formagao do corpo luteo,
regeneracdo do endométrio ap6s o ciclo menstrual e na
formagdo da placenta®*; e prejudiciais, promovendo o
crescimento de tumores e metastases, além de estarem
envolvidos em outras complica¢des, como na artrite,
isquemia e na retinopatia diabética®>.

A angiogénese ¢ um mecanismo estimulado pelo
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), uma citocina que
esta diretamente relacionada a processos inflamatorios
e imunes, fazendo com que ocorra a migragdo de cé-
lulas endoteliais e formagao de novos capilares. Mol¢é-
culas como o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), fator transformador de crescimento beta (TG-
F-B), angiogenina, angiotropina e angiopoetina, também
sdo consideradas como estimuladoras de angiogénese,
assim como acidos laticos, aminas bioativas em quan-
tidades elevadas e a baixa tensdo de O2. A formagao de
novos vasos ¢ fundamental para o suprimento de oxigé-
nio e nutrientes para o metabolismo celular®’.

A utilizagdo de substancias de origem natural
sempre foi um habito frequente na cultura dos mais di-
ferentes povos desde os tempos mais remotos, em que
tribos primitivas extraiam principios ativos de plantas
para utiliza-las no tratamento de enfermidades®. As
plantas sao fontes importantes de produtos com poten-
cial terapéutico, visto que servem de principio ativo
para varios farmacos disponiveis no mercado. O Brasil
tem uma grande biodiversidade, com cerca de 100.000
espécies catalogadas, mas apenas 8% foram estudadas
e somente 1.100 em relagdo ao potencial medicinal®.
Estudos vém sendo realizados com o intuito de des-
cobrir espécies de plantas com componentes quimicos
capazes de induzir angiogénese, pois essas substancias
podem ser utilizadas no tratamento de diversas doen-

¢as, no tratamento de feridas e até mesmo na substitui-

¢do parcial de grandes artériais'’.

Varios tipos de plantas tém estimulado o me-
canismo de angiogénese, como, por exemplo, o latex
de Synadenium umbellatum, “Cola-nota”; o 6leo es-
sencial de Schinus terebinthifolius raddi, “Aroeira; o
oleo de Copaifera spp, “Copaiba”; o latex de Hevea
brasiliensis, “seringueira’; o extrato bruto de raizes de
Memora nodosa, “Silva Manso’; o extrato etanolico
de Terminalia bellirica, Ginkgo biloba, Aloe vera, An-
gélica sinensis, Dalbergia odorifera, Epimedium sagit-
tatum, Patrinia villosa, Trichosanthes kirilowii, dentre
OutraSZ—]l-IZ-IS.

A Tabebuia impetiginosa ¢ uma planta popular-
mente conhecida como ipé-roxo, pertencente a familia
Bignoniaceae de porte arboreo, ¢ também conhecida
como pau-d’arco e ipé-roxo-de-bola. Esta planta ¢ en-
contrada na América do Sul e América Central e em
areas como Nordeste, Sudeste e cerrado brasileiro'.
A casca da planta vem sendo utilizada com finalidade
terapéutica, para o tratamento de doengas como tlcera,
sifilis e diabetes °. A casca da Tabebuia impetiginosa
apresenta componentes quimicos importantes como as
furano-naftoquinonas, quinonas, naftoquinonas, acido
benzoico, derivados de benzaldeido, dialdeidos, ciclo-
penteno e flavonoides. A naftoquinona beta-lapachona,
presente na casca da planta, tem demonstrado efeitos
antitumorais, anti-inflamatorios, antibacterianos, anti-
fangicos, dentre outros efeitos terapéuticos'¢'".

Com base nisso, o presente estudo tem por ob-
jetivo avaliar a possivel atividade angiogénica da 7a-
bebuia impetiginosa (Ipé-roxo), através do ensaio da
membrana corio-alantéide (MCA) de ovos embriona-

dos de galinha.

MATERIAL E METODOS

1. Solucdo aquosa da Tabebuia impetiginosa (Ipé-roxo)

A casca do ipé-roxo foi adquirida no Mercado
Central de Goiania. Foi utilizada uma balanga de pre-
cisdo para pesar 10 gramas da casca. Posteriormente,
para obten¢do da dose da solug@o aquosa do ipé-roxo,
foi adicionado 1 litro de agua destilada em baldo vo-
lumétrico junto a 10 gramas da casca da planta. Des-
te modo, foi realizado o processo de infusdo (cha) em
temperatura de 100 C° durante 10 minutos, seguido de

repouso por 10 minutos. Ressalta-se que na avaliagdo
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da atividade angiogénica, foi utilizada apenas a infusdo

obtida com 10 gramas da casca do ipé-roxo.

2. Ovos embrionados

Foram analisadas 60 amostras de membrana
corio-alantoide (MCA) de ovos férteis de galinha da
espécie Gallus domesticus, linhagem Rhoss. A mem-
brana corio-alantoide (MCA) do ovo embrionado de
galinha ¢ altamente vascularizada, composta por
artérias e veias que se desenvolvem dentro do ovo
e sdo formadas pela fusdo do corion (mesoderma
somatico) com a alantoide (mesoderma esplanico).
Possui funcao primordial de promover trocas gaso-
sas para sobrevivéncia do embrido, sendo formada
durante o 4° e 0 6° dia de desenvolvimento embrio-
nario '8, A alta taxa de vascularizagdo e o baixo custo
tornam esse material adequado para o estudo. Foram
distribuidas 15 amostras para o controle positivo, 15
para o negativo, 15 para o inibidor e 15 para a subs-

tancia teste.

3. Procedimento experimental para avaliacio

da atividade angiogénica

Os ovos embrionados de galinha foram incu-
bados em estufa automatica a temperatura de 38°C,
com umidade a 65% e deslocados lateralmente a cada
15 minutos, durante os cinco primeiros dias de incu-
bacdo. No quinto dia de incubacdo foi realizada, na
casca do ovo, uma abertura circular (1,0 cm de diame-
tro) em sua base maior com auxilio de uma microrre-
tifical®. O procedimento ocorreu dentro de uma cdmara
de fluxo laminar, em ambiente previamente esteriliza-
do com luz ultravioleta.

Apos a abertura na casca do ovo, com 0 uso
de uma seringa estéril, foi depositada uma gota (NaCl
0,9%) sobre a membrana da casca a fim de auxiliar sua
retirada e expor a membrana corio-alantoide (MCA) ja
vascularizada. A abertura, entdo, foi lacrada com fita
adesiva transparente (Figura 1) ¢ os ovos retornaram
a incubadora, porém, sem agitagdo periddica e com a
base maior voltada para cima.

No 13° dia de incubagao, discos de papel de filtro
com 0,5 cm de didmetro, veiculando 3 pL/filtro da solu-
¢do aquosa do ipé-roxo e com os controles negativo (agua

destilada), inibidor (solu¢do de dexametasona) e positivo

Figura 1. Visdo da base maior do ovo com fita adesiva
transparente lacrando a abertura realizada para exposi-
¢do da MCA

(Regederm®) foram colocados diretamente sobre vasos
da membrana corio-alantoide. Todos os ovos voltaram
para a incubagdo, onde permaneceram até o 16° dia'”.
Posteriormente, foi depositada dentro dos ovos
solugdo de formol (10%) por 5 minutos, apds os 5 mi-
nutos e, com uma tesoura cirirgica fina, foram cortadas
as laterais dos ovos e, com o auxilio de uma pinga, fo-
ram retiradas as membranas corio-alantoides (MCAs)
que entdo foram depositadas em placa de Petri com
solug@o de formol. Apds isso, foram obtidas por equi-

pamento digital as imagens das membranas.

4. Obtenc¢ao da imagem e mensurag¢io automatizada

da rede vascular

As imagens das membranas foram obtidas so-
bre um fundo azul claro, em tamanho 640x480 pixels
e formato de RGB 24 bites, padronizados para poste-
rior analise e quantificagdo da rede vascular formada.
A quantificacdo da rede vascular foi realizada por meio
da determinagdo da area percentual de cada ensaio. Foi
utilizado o programa Imagem J (versdo 1.28).

As imagens foram preparadas de forma que a
saturagdo, brilho e contraste permitiram uma melhor
resolucdo dos vasos sanguineos, que foram quantifica-
dos em pixels correspondentes.

A quantidade dos pixels selecionada ¢ propor-
cional ao nivel de vascularizagdo do campo de imagem
capturada®*'. Pixels sdo pontos que geram a impressao

Optica de preenchimentos solidos?.
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5. Analise estatistica

Para analisar a atividade angiogénica da solugdo
aquosa da Tabebuia impetiginosa, as percentagens das
areas obtidas da MCA dos grupos tratados e controles
foram comparados por Krushal-Wallis (analise de va-
ridncia) e posteriomente foi feita comparagdo multipla
(Método de Dunn). O valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.

RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir da analise da rede
vascular formada nas MCAs tratadas com as substan-
cias teste e controle foram analisados pelo método de
calculo das areas percentuais e comparacdo das redes

vasculares dos controles e do teste.

Na tabela 1 verifica-se que o percentual médio
da rede vascular de amostras de MCA tratadas com o
controle positivo foi de 49,9% e as membranas tra-
tadas com o ipé-roxo (10 mg/ml) apresentaram mé-
dia de 45,5%. Estes dados demostram que o ipé-roxo
promoveu um aumento na area vascular das MCAs;
no entanto, o aumento obtido ndo apresenta diferenca
significativa (p>0,05) quando comparado ao controle
positivo.

Por outro lado, ¢ verificado que a vasculariza-
¢do média obtida em amostras tratadas com ipé-roxo
apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relagéo
ao percentual obtido em membranas dos controles neu-
tro (31,4%) e inibidor (11,7%). Quando comparados os
controles positivo e neutro, foi detectada diferenca es-
tatistica significativa (p<0,05). As MCAs tratadas com
o controle inibidor apresentaram significativa redugéo
da vascularizagdo (p < 0,05) em relag@o aos controles

neutro e positivo.

Tabela 1. Percentagem da vascularizagdo da MCA, com média e desvio padrao dos controles e do tra-
tamento com a solug@o aquosa do Ipé-roxo na concentracdo de 10 mg/ml

- Controle positivo (Rege- Controle Neutro Controle negativo (Dexa- Teste
derm®) (H,0) metazona) (Ipé-roxo 10 mg/ml)

1 51,2 30,1 10,1 44,4

2 48,7 34,6 15,3 48,6

3 56,3 33,6 14,8 39,9

4 48,4 38,5 15,8 40,1

5 52,9 25,8 12,4 52,5

6 53,7 33,1 11,9 41,2

7 44,9 28,7 10,8 47,3

8 43,4 26,5 9,5 48,6

9 50,7 29,9 10,5 40,8
10 55,2 31,3 12,9 46,5
11 51,7 31,2 9,2 48,1
12 49,2 29,3 10,4 52,5
13 45,4 33,4 11,3 42,7
14 45,8 32,8 9,5 49,4
15 50,6 31,6 10,6 40,3
Média 49,9 31,4 11,7 45,5

D. Padrao 3,8 3,2 2,2 4,5
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Na Figura 2, ¢ possivel observar a rede vascular
dos controles ¢ teste. A solu¢do aquosa do ipé-roxo,
concentragdo de 10 mg/ml, apresentou um aumento
significativo na formacdo vascular, indicando ativida-

de angiogénica.

Figura 2. Visdo da rede vascular formada nas MCAs
de ovos embrionados de galinha ap6s tratamento
com a solugdo aquosa de ipé-roxo e os controles. A —
Controle neutro; B - Controle inibidor; C — Controle
indutor; D — Teste

Os dados apresentados na Figura 2 evidenciam
as diferengas significativas detectadas na comparagio
entre o percentual médio de vascularizagdo, obtido em
MCAs tratadas com a solugdo aquosa do ipé-roxo e os
controles positivo, neutro e inibidor.

A média percentual de vascularizagdo, obser-
vada nas MCAs tratadas com o controle positivo, foi
superior a 40%. Em amostras que receberam o controle
neutro, o valor foi inferior a 40%. Com o uso do con-
trole inibidor, o percentual médio foi menor que 20%,
e com a solugdo aquosa do ipé-roxo, o valor médio da
vascularizagdo obtida nas amostras também foi supe-
rior a 40%.

Desse modo, verificou-se que o ipé-roxo apre-
sentou um aumento significativo na formagao da rede
vascular de MCAs, evidenciado assim que essa subs-

tancia apresenta atividade angiogénica.

DISCUSSAO

A utilizagdo de plantas para fins medicinais ¢é
comum ha séculos em culturas ocidentais e orientais. O
crescente interesse por plantas medicinais se deve aos
componentes que as mesmas produzem, podendo ser

utilizadas na pratica para tratamento de infecgdes. Se-

gundo a Organiza¢do Mundial de Satide (OMS), 80%
dos paises em desenvolvimento utilizam a medicina
tradicional para o tratamento de doentes, através dos
componentes ativos e extratos das plantas®.

A casca da planta Tabebuia impetiginosa possui
componentes quimicos importantes para tratamento
de infecgdes; segundo a literatura, alguns flavonoides
apresentam atividade cicatrizante em lesoes induzidas
cirurgicamente em camundongos, as naftoquinonas
Lapachol e B Lapachona sdo também consideradas
importantes compostos de a¢do cicatricial’*?.

Os resultados obtidos através do estudo mos-
tram que a solugdo aquosa da Tabebuia impetiginosa
(Ipé-roxo), na concentragdo de 10mg/ml, promoveu
atividade angiogénica em MCAs de ovos embrionados
de galinha. O percentual médio de vascularizagio ob-
tido nas membranas que foram tratadas com a solugéo
aquosa da Tabebuia impetiginosa foi de 45,5%, o con-
trole positivo apresentou percentual de 49,9%, o que
demonstra que o ipé-roxo promoveu angiogénese nas
MCAs tratadas, entretanto, sem diferenca significati-
va (p>0,05) quando comparado ao controle positivo.
Ja ao comparar o percentual médio de vascularizacao
nas membranas tratas com a solu¢do do ipé-roxo, com
os controles inibidor (11,7%) e neutro (31,4%) houve
diferenca estatistica significativa (p<0,05). Conside-
rando que ndo foram encontrados estudos relacionados
a atividade angiogénica da solucdo aquosa da Tabe-
buia impetiginosa (ipé-roxo) pelo ensaio da MCA, os
resultados deste estudo apresentam um ineditismo na
literatura.

Foram detectados que outras espécies vegetais
como o latex das espécies Hancornia speciosa, Syna-
denium umbellatum, Euphorbia trucalli, Hevea bra-
siliensis e o extrato etanolico das flores da Calendula
officinalis, utilizando o ensaio da MCAs de ovos em-
brionados de galinha, promoveram angiogénese**?’.

Os componentes extraidos do ipé-roxo podem
ser utilizados para auxiliar no tratamento de doengas
que acometem a pele, auxiliando principalmente no
processo de cicatrizagdo de feridas, pois o mecanis-
mo de angiogénese esta diretamente relacionado ao
processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas. Segundo
Coelho e colaboradores, o extrato do ipé-roxo ¢ capaz
de promover completa epitelizagdo em feridas cutane-
as induzidas em camundongos?®. Os resultados obtidos

no presente estudo referentes ao efeito angiogénico do
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ipé-roxo reafirma os resultados da pesquisa de Coelho
e colaboradores a respeito do potencial cicatrizante
dessa planta.

Os resultados apresentados no estudo indicam
que o aumento da rede vascular das MCAs tratadas
com a solugdo aquosa da Tabebuia impetiginosa (Ipé-
-roxo0), se deve a seus compostos presentes principal-
mente na casca dessa espécie vegetal'®. Os dados en-
contrados relativos a composi¢do fotoquimica da casca
da Taubebuia impetiginosa, somados as atividades cica-
triciais promovidas por tais compostos, e os resultados

detectados neste estudo, inferem que a solu¢do aquosa

da casca do ipé-roxo, apresenta compostos que promo-
vem o aumento vascular na MCA de ovos embrionados
de galinha.

Pode-se concluir, através do presente estudo,
que a soluc@o aquosa da Tabebuia impetiginosa (Ipé—
roxo) apresentou atividade angiogénica significativa
em membrana corio-alantoide (MCA) de ovos embrio-
nados de galinha. Diante disto, pode-se considerar que
essa substancia ¢ um potencial alvo terapéutico, visto
que o mecanismo de angiogénese ¢ responsavel pelo

crescimento de novos vasos sanguineos.
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