g : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE GOIAS
UNIDADE UNIVERSITARIA DE IPAMERI

Programa de Pds-Graduacdo em Producéo Vegetal

AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE E
POTENCIAL ANGIOGENICO DO LATEX DE
Hancornia speciosa

THUANNE PIRES RIBEIRO



THUANNE PIRES RIBEIRO

AVALIACAO DA BIOCOMPATILIDADE E POTENCIAL ANGIOGENICO
DO LATEX DE Hancornia speciosa

Orientadora; Profé. Dr2. Luciane Madureira de Almeida

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual de Goias — UEG, Unidade
Universitaria de Ipameri como parte das
exigéncias do Programa de Pés- Graduacgdo
em Producdo Vegetal para obtencéo do titulo
de MESTRE.

Ipameri-GO
2014



Ribeiro, Thuanne Pires.

Avaliacéo da biocompatibilidade e potencial angiogénico
do latex de Hancornia speciosa- 2014. 66f.il.

Orientadora; Profd. Dr2. Luciane Madureira de Almeida.

Dissertagéo (mestrado)- Universidade Estadual de Goias,
2014.

Bibliografia: 1. Producdo Vegetal. 2. Agronomia. 3. Ueg.
I.Titulo




. 0 Unidade Universitaria de Ipameri
i i@ Programa de Pés-Graduacio Stricto Sensu em Producio Vegetal
. Rodovia GO 330, Km 241, Anel Viario, 75780-000 Ipameri-GO
www.ppgpv.ueg.br e-mail: ppgpv.ipameri@gmail.com
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE GOUAS Fone: (64)3491-5219

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TiTULO: AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE E POTENCIAL ANGIOGENICO DO
LATEX DE Hancornia speciosa

AUTORA: Thuanne Pires Ribeiro
ORIENTADORA: Luciane Madureira de Almeida

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de MESTRE EM
PRODUCAO VEGETAL, pela comissao Examinadora:

Lo, Wodsmmmo, Hx Qaacchon

Prof.2 Dr.2 LUCIANE MADUREIRA DE ALMEIDA
Universidade Estadual de Goias/lpameri-GO

Prof.2 Dr.2 NEDENIA BONVI&MJZZA

Universidade Estadual Paulista/ Sdo José do Rio Preto-SP

L]
Prof.2 Dr. : D A MARCIANO
Universidade stadual de Goias/Anapolis-GO

Data da realizagao: 24 de janeiro de 2014.



Dedico a Deus por ter me dado minha fami[ia e amigos e

aminha familia e amigos por terem me permitido ser o que sou.



Agradecimentos

Um sonho esta sendo realizado, e posso garantir que da melhor maneira possivell

Primeiramente agradeco a Deus que me iluminou, deu forca, sabedoria e
dedicacao ao longo deste trabalho, gue me proporcionou tantas experiéncias proveitosas.
A0S meus pais Divaldo Divino Ribeiro e Heleodora Pires Ribeiro pelo exemplo de vida e
pelos ensinamentos valiosos, ambos referéncia de carater, humildade e amor incondicional.
Agradeco pelo carinho, paciéncia e dedicacéo nas epocas de dificuldades e por sempre
acreditarem em mim e a minha irma Marina Pires Ribeiro pelo apoio, amizade e
companheirismo. Agradeco por té-los sempre comigo! Amo voceés!

Em segundo lugar gostaria de agradecer a minha orientadora Luciane Madureira
de Almeida, por ter conflando em mim, pelo carinho, disponibilidade, paciéncia e pela
credibilidade e oportunidade de realizar este trabalho. E tambeém por ter me acolhido
durante esses dois anos sendo como uma segunda mde, amadureci e cresci bastante
nesses Ultimos anos e devo isso principalmente a ela, pelos ensinamentos que a mim foram
transferidos.

As minhas amigas Paola e Renata que se tornaram minhas irmas. Obrigada pela
convivéncia, paciéncia, amor, carinho, os momentos que passamos juntas vao ficar pra
sempre guardados em meu coracao e 0s meus irmaos de republica Lucio, Jodo Henrique
e Hugo, que apesar do pouco tempo de convivéncia se tornaram indispensaveis, sendo
minha segunda familia aprendi muito com cada um de vocés. E podem ter a certeza gue
sem vocés Ndo seria a mesma coisa.

Agradeco a amizade, o carinho, companheirismo de Pedro Vilela, Egberto,
Macksuel, Euripedes, Mariana, Flavia, Pedro Augusto, Jocasta, Naianne, Carol, Natalia,
Wesley e Thiago que se tornaram pessoas tao especiais em minha vida. Agradeco por todo
apoio, carinho e alegrias que me proporcionaram. E aos meus amigos de infancia Lucas e
Desuita por estarem presente apesar da distancia e por compreenderem minha auséncia
em determinados momentos.

AOs companheiros de laboratorio, Angelica, Cassia, Fabricio pela convivéncia e
aprendizado. E em especial ao Tiago que me apoiou totalmente na realizacdo deste
trabalho.

Aos professores da Universidade Federal de Goias, Pablo Jose Goncalves e Ruy de
Souza Lino Junior, ao professor da Universidade Catolica de Goias, Paulo Melo-Reis, e a
professora da Universidade Estadual de Goias, Alcione Arruda, pelo apoio e contribuicdo
na realizacéo deste trabalho. Seus ensinamentos foram valiosos, aprendi muito com cada
um de voces.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior (Capes) pelo
apoio financeiro. Enfim a todos aqgueles que colaboraram direta ou indiretamente para a
realizacao desse trabalho.

Obrigadal
Amo Vocés!



SUMARIO

RESUMO ...t sne e n e
ABSTRACT .t
1. INTRODUGAD..........oocieeieeeeceeeeee ettt
1.1. Biomateriais € SUas apliCaGOES. .........ccuririiieieieiee e
1.2, LAEX B PIANTAS. ....ccviiieeiiti et
1.3. Latex de seringueira: um excelente biomaterial para regeneracao de tecidos.
OV T To T Lo 1= ] o VSO S PSR PSUSSS
1.5, CIOTOXICIAAAE. .....c.cviiiiiciste e
1.6. GENOTOXIAATE. ..ottt
1.7. Avaliacédo da biocompatibilidade de uma substancia: teste de Allium cepa......
1.8. Avaliacéo da biofuncionalidade de uma substancia: teste CAM..........cccccceueee..
2. OBIETIVOS.....ccoceee ettt e e e e e e e aa e e etae e e naeeannaeen
2.1. Objetivo Geral € eSPECITICOS........ccveiiiiiiiee e
3. MATERIAIS E METODOS.........ciiiieiieesieeieieriesesiesssesessessessssssssessensssenssssssensssensnes
3.1. Material DIOIOQICO. .......ccuiiieiiece et
3.2. Avaliagdo da biocompatibilidade..............cocoiiiiiiiii
3.2.1. Obtengao de AlTIUM CEPA.......ceiiieiiierie st
3.2.2. GrUPOS EXPEITMENTAIS. ... .cuveeeetitisiesie sttt
3.2.3. PrOCEAIMENTOS. ...ttt
3.2.4. Prepar0 das JAMINGS.........c.coeiiiiieiecic ettt ane s
3.2.5. ANAliSe das JAMINGS.........cooiiiiiiie e
3.2.6. ANANISE BSTALISTICA. ......eviviiieeiieeie e
3.3. Avaliagdo da biofuncionalidade.............cccceriiiiiiiiii e
3.3.1. Obtencao dos 0VOS fertilizados. ..........cccueiiiiiiieiee e
3.3.2. SUDSEANCIAS ULTHIZAAS. .......ccveeieiiiei s
3.3.3. EXPEITMENTO. ...ttt sttt b et be e b nre e
3.3.4. Obtencao e analise das IMAGENS........ccoieiririie i

3.3 5. ANALISES B AL STICAS. ... eeeeeeee e et e e e ettt ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e aeaeaaaaan

17
17



3.3.6. ANAlISES NISTOIOQICAS. ... .eveiveieieiestieiieiee ettt

4, RESULTADOS E DISCUSSOES.......c.coiieieieieieie e

4.1. Avaliacao da biocompatibilidade............ccccoeiiiieiieii e

4.1.1. Teste de AHIUM CEPA.......cciveiiiiieciece e

4.2. Avaliacdo da biofuncionalidade.............ccccereiiiiiiiiie

4.2.1. Teste da membrana corioalantide (CAM) de ovos de galinha fertilizados.......

4.2.2. ANALISE NISTOIOQICA. ... eveivieieeiieieiece et ens

5. CONGCLUSAD. ..o e ettt e et r et e e s e ee e ereeer e

6. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA . .....co oo eeee oo er e esareenanaans

7. ANEXO

17
19
19
19
22
22
25
30
31
38



RESUMO

As plantas séo fontes promissoras de novos compostos bioativos, especialmente no campo
medicinal. Uma importante descoberta para a area de biomateriais aplicados a medicina
refere-se ao latex de Hevea brasiliensis (seringueira) que tem alta capacidade de regenerar
tecidos (angiogénese) e também é biocompativel com sistemas vivos. Contudo, alguns
individuos podem apresentar reacdes alérgicas as proteinas do latex de seringueira, limitando
sua aplicacdo. Dessa forma pesquisadores investigam outras espécies lactiferas, as quais
possuam menor teor de proteinas e possam produzir latex com menor potencial alergénico. O
latex de Hancornia speciosa Gomez poderia ser uma alternativa uma vez que a sua carga de
proteinas € inferior ao latex de seringueira. Hancornia speciosa Gémez, popularmente
conhecido como Mangabeira, € uma planta frutifera com ampla distribuicdo no Brasil. O latex
da planta é utilizado na medicina popular no tratamento de diversas doengas como
tuberculose, disfungédo hepatica, Ulceras, verrugas e dermatite. No presente estudo foi avaliada
a biocompatibilidade e o potencial angiogénico do latex de mangabeira. Para isso foram
utilizados dois ensaios diferentes: o teste do Allium cepa e o teste da membrana corioalantéide
de ovos de galinha fertilizados (CAM). O teste de Allium cepa mostrou que o latex de
mangabeira ndo é citotoxico e nem genotoxico sendo biocompativel a sistemas vivos. Ja o
ensaio CAM mostrou um aumento significativo da rede vascular nas amostras submetidas ao
latex de mangabeira evidenciando seu potencial angiogénico. Os resultados obtidos na
histologia da CAM comprovam o potencial angiogénico do latex. Este estudo contribui para a
compreensdo das potencialidades do latex de mangabeira como fontes de novos
medicamentos. Agregando assim valor econdmico a essa espécie, a qual tem sido utilizada
principalmente para obtencédo de frutos.

Palavras-chave: Angiogénese; Biomaterial; Citotoxicidade; Mangaba; Genotoxicidade.



ABSTRACT

Plants are promising sources of new bioactive compounds, especially in the medical field. An
important discovery in the area of biomaterials applied to medicine is that the natural rubber
from Hevea brasiliensis has potential to regenerate tissues (angiogenesis) and is also
biocompatible to living systems. However, some individuals present allergy to natural rubber
proteins,which restrain its application. Thus researchers have looking for others lactiferous
species with lower allergenic potential. The mangabeira latex could be an alternative, since its
amount of protein is lower than natural latex rubber. The latex obtained from Hancornia
speciosa, a plant native to Brazil popularly known in Portuguese as “mangabeira”, is used in
folk medicine for treatment of several diseases, such as acne, warts, diabetes, gastritis and
inflammation. In this work, we describe the biocompatibility assessment and angiogenic
properties of H. speciosa latex and its potential application in medicine. The biocompatibility
was evaluated through cytotoxicity and genotoxicity in Allium cepa model and the angiogenic
properties were evaluated using the chick chorioallantoic membrane (CAM) assay model. As
results the cytotoxicity and genotoxicity assays showed that Hancornia speciosa latex is
biocompatible with life systems and can be a good biomaterial for medical applications. The
CAM test showed the efficient ability of Hancornia speciosa latex in neovascularization of
tissues. The histological analysis was in accordance with the results obtained in the CAM
assay. Our data indicate that the latex obtained from H. speciosa and eluted in water showed
significant angiogenic activity without any cytotoxic or genotoxic effects on life systems.
This study contributes to the understanding of the potentialities of Hancornia speciosa latex
as a source of new phytomedicines.

Key-words: Angiogenesis; Biomaterial; Cytotoxicity; Genotoxicity; Mangaba.



1 INTRODUCAO
1.1 Biomateriais e suas aplicagdes:

Nas ultimas décadas, os biomateriais tém recebido grande atencdo, tanto da
comunidade cientifica como tecnoldgica, os quais véem sendo empregados em diversos
procedimentos relacionados ao tratamento de queimaduras (FRADE et al., 2010), restauracéo
de artéria (BRANDAO et al., 2007), cicatrizacio dssea (SILVA et al., 2006), recuperacio de
timpanos (OLIVEIRA et al., 2003), reparo de defeitos diafragméticos (RODGERS et al.,
1981; SCHAIRE & KEELEY, 1957), entre outras aplicacdes.

Classifica-se como biomaterial qualquer material ndo vivo utilizado na medicina capaz
de interagir com um sistema vivo com objetivo de reparar perdas teciduais e restaurar funcoes
comprometidas por processos degenerativos ou traumatismo (HENCH, 2006).

Biomateriais sdo considerados ideais quando possuem baixo custo de producédo, de
facil manipulacdo, promovem crescimento dos tecidos, sdo resistentes as infeccdes, nédo
induzem resposta inflamatdria exacerbada, ndo promovem a formacao de aderéncias e fistulas
e ndo possuem suas caracteristicas fisicas alteradas pelos liquidos tissulares (CERISE et al.,
1974). Os biomateriais devem ainda ser flexiveis, inertes, porosos, resistentes e
principalmente biocompativeis com os sistemas vivos (RODGERS et al., 1981).

A biocompatibilidade ocorre quando os tecidos entram em contato com um
determinado material e ndo manifestam qualquer tipo de experiéncia tdxica, irritante,
inflamatoria, alérgica ou de fundo mutagénico (KAO et al. 2011). Entretanto, ndo é apenas a
auséncia de efeito toxico que descreve o termo biocompatibilidade, mas também a presenca
de uma influéncia positiva em termos de biofuncionalidade (WIEGAND & HIPLER, 2008).
Algumas das funcionalidades de um biomaterial sdo as propriedades de antiangiogénese e
angiogénese.

A antiangiogénese é o processo pelo qual ha a inibicdo da formacdo de vasos
sanguineos impedindo assim o crescimento de novas artérias e veias (GONZALEZ et al.,
2003; SAFLATE et al., 2002). Essa inibicdo pode ocorrer artificialmente pelo uso de alguns
medicamentos, tais como o0s utilizados no tratamento do céancer. Entre esses medicamentos
pode-se citar a dexametasona, medicamento pertencente a classe dos corticosterdides, que
atuam no controle da velocidade de sintese de proteinas, sendo utilizado no tratamento de
condigdes patoldgicas como isquemia cerebral. Além da dexametasona, existem outros
medicamentos como o decloridrato de erlotinibe (Tarceva®), medicamento utilizado para o
controle do céncer de pulmdo; endostatina que é derivada do colageno XVII (fragmento ¢
terminal com 183 residuos de aminoacidos- 20KDa) e angiostatina (derivada do

plasminogénio 38 KbDa), esses fragmentos ocorrem naturalmente no organismo e sdo
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utilizadas para a regressao tumoral; TNP-470 e a talidomida, que séo inibidores seletivos das
células endoteliais; o pegaptanib, é um oligonucleotideo que atua como um anticorpo no espago
extracelular inibindo a angiogénese (VEDULA et al., 2008), entre outros.

Angiogénese é o processo pelo qual novos vasos sanguineos sao desenvolvidos a partir
de vasos pré-existentes (RIBATTI et al., 2001). Na medicina moderna h& inumeros
biomateirais com a capacidade de promover a angiogénese, entre eles pode-se citar cremes
que estimulam a cicatrizacdo de feridas, como € o caso do Regederm® (PELE NOVA, 2013),
catéteres para implantes de coracdo (CALLAHAN & NATALE, 2008), scaffolds para a
engenharia tecidual (MATSUMOTO et al., 2007; SALGADO et al., 2004), malhas sintéticas
ou biossintéticas para reparo de lesGes na parede abdominal (SCOTT & VANHOUTTE,
2002; ZIEREN et al., 1998). Dentre os varios biomateriais com potencial angiogénico 0s
quais vém sendo utilizados na medicina hoje em dia, o latex de plantas vém recebendo

destaque.

1.2 Latex de plantas

Embora milhares de espécies vegetais sejam utilizadas na medicina tradicional no
mundo, estima-se que apenas 1% dessas tenham seu valor terapéutico demonstrado por meio
de estudos cientificos (PRIMACK, 1993). De acordo com Agra et al. (2007) o latex de
diferentes espécies vem sendo utilizado para tratamento de indmeras enfermidades na
medicina popular, tais como: Plumeria rubra L. (jasmin vermelho), Castilla elastica S.
(&rvore da borracha do panamd), Parthenium argentatum L. (guayule), Synadenium
umbellatum Pax. (cola nota), Jatropha mollissima Baill. (pinhdo-bravo) e Jatropha
gossypiifolia L. (pinhdo-roxo).

O latex representa o conteudo citoplasmatico de um sistema de células especializadas,
conhecidas como laticiferos (AZZINI et al.,, 1998). O latex é uma solucdo coloidal
polidispersa, onde as particulas de borracha (poli isopropeno) encontram-se dispersas em um
meio aquoso. Nesse meio aquoso, a dgua representa 50 a 70% do peso/volume. O isopropeno
(Figura 1) € envolvido por uma camada interna de fosfolipidios e outra externa de proteinas,
gue confere carga negativa a particula. Além das particulas de borracha e suas camadas
lipoprotéicas, cerca de 3 a 5% do peso/volume do latex é composto por substancias do tipo
ndo-borracha, como os aminoacidos, sais inorganicos, acidos nucléicos, carboidratos, acidos
graxos, etc (PERRELLA, 2002).
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Figura 1: Estrutura do polimero do isopropeno (PERRELLA, 2002).

O latex natural é um material biocompativel com alta resisténcia mecénica, apresenta
elasticidade, baixo custo e acelera o processo de angiogénese (ERENO, 2006). Uma
importante descoberta para a area de biomateriais aplicados a medicina é que o latex de
seringueira tem alta capacidade angiogénica, além de ser biocompativel a sistemas vivos
(MRUE, 2000).

1.3 Latex de seringueira: um excelente biomaterial para regeneracao de tecidos

A seringueira pertence ao género Hevea, familia Euphorbiaceae e tem como area de
ocorréncia e dispersdo natural a Amazébnia brasileira e paises proximos, como Bolivia,
Colémbia e Peru (MRUE, 2000). A seringueira, Hevea brasilienses, véem sendo utilizada ha
varias décadas para obtencdo de latex o qual possui diversas finalidades desde a producédo de
borracha até o seu uso como biomaterial na medicina moderna (HENCH, 2006).

O latex de seringueira apresenta importantes propriedades biol6gicas, tais como:
atividade angiogénica, promoc¢édo de adesdo celular e formagdo de matriz celular, atividade
neovascular. Essas propriedades aceleram a reparacdo de tecido e proporcionam sensivel
abreviacdo no tempo de tratamento com substancial vantagem econémica e de qualidade de
vida (BEEZHOLD et al., 1995). O uso do latex também possui a vantagem de menor risco de
transmissdo de doencas em relacdo aos materiais provenientes de tecidos animais (MRUE,
2000).

Trabalhos iniciais com latex de seringueira envolviam o uso de uma biomembrama
formada a partir da simples secagem do latex a aproximadamente 50°C. A biomembrana de
latex da seringueira, com finalidade terapéutica foi desenvolvida pelo Prof. Dr. Joaquim
Coutinho Netto em 1996, no Laboratério de bioquimica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (USP) de Ribeirdo Preto/SP, no qual foi reportado o primeiro
resultado da sua utilizacdo experimental como substituto do esdfago cervical de cées. As
propriedades indutoras de regeneracao tecidual da biomembrana de latex estimularam a sua
utilizacdo como substituto parcial do pericardio de cdes. Em trabalho experimental, os autores

observaram que nos grupos nos quais este material foi utilizado, a ocorréncia de aderéncias
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aos tecidos adjacentes foi menor do que no grupo controle, tendo havido regeneragdo
completa do pericardio subjacente a membrana de latex, com caracteristicas semelhantes as
do pericardio original (MRUE, 1996).

As propriedades indutoras de regeneracao tecidual da biomembrana de latex j& foram
relatadas em varios outros trabalhos, tais como na restituicdo da membrana timpéanica em
humanos (ARAUJO et al., 2012), restituicdo da retina de coelho (SAMPAIQO et al., 2010);
neovaginoplastia em humanos (CARVALHO et al., 2008); regeneracdo de 0ssos em coelhos
(ERENO et al., 2006); restituicdo alvéolo dental de ratos (BALABANIAN et al., 2006).

A partir do sucesso das aplicacdes desta biomembrana foi criou-se um produto na
forma de bandagem, chamado Biocure®. Esse produto foi patenteado em 2009, sob o nimero
US 2009/0093404, e deu origem a empresa Pele Nova, a qual explora e utiliza as propriedades
e produtos originados do latex. Atualmente, o Biocure teve sua fabricacdo descontinuada e foi
substituido por outra formulagio em creme-gel, chamada de Regederm®. O Regederm® é um
gel-creme utilizado para recomposicdo cutanea indicado no tratamento e cicatrizacdo de
feridas cuténeas abertas, independente da etiologia, o qual estimula a regeneracdo da pele e
pode curar certas feridas crénicas em apenas dez dias (PELE NOVA, 2013).

Apesar dos expressivos resultados obtidos por meio do latex de seringueira, ha uma
restricdo em relagdo ao seu uso. Algumas pessoas apresentam alergia a produtos obtidos do
latex de seringueira. Nos ultimos anos houve um aumento expressivo das reacdes alérgicas ao
latex de seringueira e é aceito que 1 a 6 % da populacdo sofrem de alergia a produtos feitos
com esse material (ALMEIDA et al., 2005). Outro estudo mostrou que até 17% dos
profissionais de satde possuem algum tipo de reacdo alérgica ao latex (BOUSQUET et al.,
2006).

Essas reagBes sdo provenientes de pelo menos 13 proteinas presentes no latex de
seringueira como é 0 caso das proteinas HevB1 e HevB3, que sdo proteinas abundantes e
associadas a elasticidade do latex (BEILEN & POIRIER, 2007; BOUSQUET et al., 2006).
Esse € um dos principais motivos da busca por outras espécies lactiferas.

Além de causar alergia, outro problema relacionado ao uso exclusivo do latex de
seringueira, € 0 uso de apenas uma fonte para extragdo de borracha natural no mundo. Uma
vez que o latex da seringueira é o Unico utilizado para a confeccdo de mais de 40.000
produtos, incluindo mais de 400 dispositivos médicos, luvas cirurgicas, pneus, produtos de
consumo entre outros, o que leva a uma falta do latex no mercado interno sendo necessario
importar o latex de outros paises. Além do mais, a colheita da borracha, ndo pode ser
mecanizada, exigindo a exploracdo diaria de centenas de arvores por cada trabalhador. Outra

preocupacdo em relacdo a seringueira é a doenga fungica denominada mal das folhas sul-
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americano (SALB), que afeta a producdo do latex e pode vir a ter efeito devastador.
Atualmente, a Unica barreira para impedir a propagacdo de SALB é uma rigorosa quarentena,
a qual pode falhar em algum momento (DAVIS, 2011). Sendo assim, € necessaria a busca por
outras espécies que venham a serem outras fontes para extracdo de material vegetal bioldgico.

Um material alternativo poderia ser o latex de mangabeira, uma planta do cerrado que
ja vem sendo utilizada na farmacologia caseira no tratamento de diversas doencas (ALOUFA
et al., 2003). Uma das vantagens do uso da mangabeira seria a possibilidade desta planta
produzir um latex com propriedades angiogénicas e com menor potencial alergénico, uma vez
que a quantidade de proteinas do latex de mangabeira é inferior ao latex de seringueira
(MALMONGE et al., 2009).

1.4 Mangabeira

A Hancornia speciosa Gomez, é o nome cientifico da espécie conhecida popularmente
como mangabeira (LORENZI, 1992). Essa é uma planta perenifolia, frutifera, de clima
tropical, constituida de copa irregular, tronco tortuoso, bastante ramificado e aspero (Figura
2). Os ramos sdo lisos e avermelhados e a raiz é pivotante profunda, circundada de raizes
secundarias bem desenvolvidas. Possui folhas simples, opostas, ovais ou lanceoladas,
pecioladas e de consisténcia coriacea (LEDERMAN et al., 2000). Apresenta inflorescéncia no
apice dos ramos, com duas a cinco flores hermafroditas de coloracdo branca, de trés a quatro
centimetros de comprimento. As sementes da mangabeira sdo discéides, achatadas, com sete a
oito milimetros de didmetro, de cor castanho-clara, rugosas com hilo central. As sementes sao
consideradas recalcitrantes, isto é, ndo suportam ressecamento, perdendo rapidamente o poder
germinativo assim que sao retiradas do fruto (VIEIRA NETO, 2002).

Figura 2: Imagens da Hancornia speciosa. 1) arvore (Mangabeira); 2) Folhas; 3)
inflorescéncia e 4) fruto (Mangaba).
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No Brasil a mangabeira € encontrada em varios estados (Figura 3), estendendo-se pela
Costa Atlantica desde 0 Amapa e o Para, nos tabuleiros costeiros e nas baixadas litoraneas do

Nordeste, até o Espirito Santo, por toda a regido de Cerrado do Brasil Central até o Pantanal

(LEDERMAN et al., 2000).
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Figura 3: Mapa regides de ocorréncia da mangabeira no territdrio brasileiro. Fonte: Embrapa
2009.

A mangabeira foi descrita pela primeira vez por Gomes em 1812, pertencendo a classe
Dicotyledonea, ordem Gentianales, familia Apocynaceae, género Hancornia, o0 qual é
considerado monotipico com a Unica espécie Hancornia speciosa (LEDERMAN et al., 2000).
De acordo com Monachino (1945) sdo aceitas as seis variedades botanicas as quais sao

classificadas principalmente pelas caracteristicas de folhas e flores. Abaixo a classificagéo.
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1) H. speciosa Gomes (variedade tipica) ou H. speciosa variedade speciosa: possui
folhas glabras, com peciolo de 0,9 a 0,15 cm de comprimento e limbo foliar com até 6 cm de
comprimento e 2 cm de largura. Sua distribui¢do geografica inclui os estados da Bahia, Piaui
e Maranh&o.

2) H. speciosa variedade maximiliani: possui o limbo com comprimento e largura um
pouco menor e 0 peciolo um pouco mais curto que a variedade tipica; peciolo com cerca de
0,8 cm de comprimento; limbo de 5 cm a 6 cm de comprimento e 2 a 2,5 cm de largura.
Localiza-se principalmente no estado de Minas Gerais.

3) H. speciosa variedade cuyabensis: possui peciolo com cerca de 0,3 cm a 0,5 cm de
comprimento; limbo de 4 a 10 cm de comprimento e 1,5 a 3cm de largura; célice glabro
externamente, corola grande, glabra externamente. Esta presente principalmente no estado do
Mato Grosso.

4) H. speciosa variedade lundii: peciolo com 0,3 a 0,5 cm de comprimento; limbo
com 5 cm a 7 cm de comprimento e 3 cm de largura; pedicelos pubescentes; calice cerdoso-
pubescente na parte inferior da nervura central. Localiza-se principalmente no estado de
Minas Gerais.

5) H. speciosa variedade pubescens: ramos densamente pubescentes; peciolos
curtos; limbo pubescente na parte inferior, com 6 a 12 cm de comprimento e 3 a 6 cm de
largura; corola maior com lébulos cerdosos pubescentes, tubo pubescentes externamente. E
encontrada principalmente nos estados de Goias e Minas Gerais.

6) H. speciosa variedade gardneri: também possui folhas glabras, enquanto a
pubescens tem folhas pilosas. Ambas apresentam peciolos de 0,3 a 0,5 cm de comprimento e
limbo foliar de 6 a 12 cm de comprimento e 3 a 6 cm de largura, frutos maiores e de coloracéo
verde predominante, estando presente em todo o Estado de Goias.

Apesar de existir grande diversidade morfologica entre as linhagens de mangabeira,
pouco se sabe a respeito da biologia, variabilidade genética da planta e da producéo de latex
(MOURA, 2003). Por isso sdo necessarios trabalhos que avaliem a variabilidade e a
caracterizacdo da mangabeira.

O valor dos recursos genéticos de uma espécie, em dada regido, esta diretamente
relacionado com a magnitude da variabilidade genética disponivel. Neste aspecto,
informagdes sobre a variabilidade genética das populagdes constituem uma base essencial
para o aproveitamento desse recurso (CHAVES & MOURA, 2003). A mangabeira apresenta
pouca segregacdo conservando muito do patriménio genético. Dessa maneira, a erosao
genética é baixa e o germoplasma se mantém nessas condi¢cbes com todo o seu potencial
(LEDERMAN et al., 2000).



8

O interesse na cultura da mangabeira vem crescendo nos ultimos anos, sendo o
principal interesse comercial no fruto, o qual € denominado mangaba. O mesmo pode ser
consumido in natura ou processado como geléias, doces, sorvetes, sucos, refrescos, picolés,
licores, vinhos e xaropes (SOUZA, 2001). O fruto € uma baga globosa ou oblonga (mais
longa que larga) com epicarpo (casca) membranaceo de coloracdo verde amarelado ou verde
rosado e até manchas ou estrias avermelhadas de 4 a 6 cm de comprimento por 3 a5 cm de
largura, pesando de 25 a 120 gramas. A mangaba possui um elevado teor de acido ascorbico,
0 que a coloca entre as frutas consideradas ricas em vitamina C. Estudos realizados na
Embrapa Agroindustria Tropical mostraram que a polpa da mangaba possui teor de vitamina
C de cerca de 139 mg/100 g (MOURA et al., 2002). A polpa da mangaba também € rica em
ferro, manganés e zinco. O ferro em associacdo com a vitamina C torna-se importante na
composigdo da fruta. A vitamina C aumenta a biodisponibilidade de ferro, aumentando a
absorcdo pelo organismo. Os compostos fendlicos polimerizados como os taninos, também
estdo presentes e em quantidades elevadas. Esses compostos estdo associados a prevencdo de
doencas cronico-degenerativas (AGUIAR FILHO et al., 1999).

Atualmente o Sergipe é o maior estado brasileiro produtor da fruta. Na maioria dos
estados produtores, a producdo de frutos que chega ao mercado e as industrias de
processamento é principalmente extrativista. Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (2013), a producdo de mangaba no Brasil decaiu entre os anos de 2004
(999 toneladas) a 2010 (722 toneladas).

Além do fruto, outras partes da planta possuem potencial farmacolégico. Por exemplo,
as folhas sdo utilizadas para extracdo de substancias (esteroides, triterpenos e taninos) usadas
para controle da pressao arterial. Em um estudo realizado em camundongos, foi comprovado
gue essas substancias sdo 10 vezes mais eficientes que captopril, medicamento comumente
usado para controle da pressdo arterial (SILVA et al., 2011). Além de inibir a producdo de
substancias que causam a hipertensao, o cha da folha de mangabeira tem acéo vasodilatadora
por meio da producgdo de éxido nitrico (FERREIRA et al., 2011).

A casca também apresenta potencial farmacoldgico, sendo possivel extrair desta,
diferentes tipos de flavondides, antocianinas e taninos que sdo utilizados no tratamento de
doencgas estomacais, obstrucdo do figado e do baco, ictericias, afec¢bes hepaticas, moléstias
cronicas e cutaneas (VIEIRA-NETO, 1997). Moraes et al. (2008) avaliaram a agédo anti
bacteriana e o efeito gastroprotetor do extrato da casca do caule da mangabeira em
camundongos. Os resultados demonstraram que este extrato possui efetividade no combate e

cicatrizacao de Ulceras gastricas por sua capacidade de estimular a sintese de muco e produzir
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efeito antisecretdrio. Os autores observaram também efeito anti-Helicobacter pylori e
auséncia de toxicidade.

O latex foi muito utilizado durante a Segunda Guerra Mundial para producdo de
borracha, hoje em dia o latex de mangabeira € utilizado na medicina caseira no tratamento de
diversas doencas (PINHEIRO et al.,, 2001). Todas as partes da planta, inclusive raizes,
produzem o latex. Um trabalho realizado por Pinheiro (2003) mostra que poucos estudos
foram realizados sobre as caracteristicas do latex e sua producdo na mangabeira. A
mangabeira possui o0 sistema laticifero de vasos inarticulados. Cada incisdo no tronco, em
termos médios, é capaz de esgotar uma area bem limitada de apenas 13 cm acima e 5cm
abaixo da superficie do corte. Como o sistema de vasos é restrito, exige tempo para recompor
o latex e permitir outra sangria (PINHEIRO et al., 2001).

Quanto ao rendimento da mangabeira, Bekkedahl e Saffioti (1998) afirmam que
mangabeiras adultas, corretamente sangradas, em uma ou duas horas de escorrimento,
produzem um litro de latex por sangria, producdo equivalente a da seringueira. Mas, engquanto
a mangabeira é sangrada no maximo trés vezes no ano, a seringueira é sangrada em média 60
vezes no ano.

Na medicina popular o latex vem sendo empregado no tratamento de doencas
fangicas, tuberculose, disfungdes hepaticas, Ulceras, dermatoses, verrugas, caimbras, pancadas
e infecgdes (SILVA JUNIOR, 2003; PINHEIRO et al., 2001; GUARIM NETO,1997).

Além do uso na medicina popular, recentes trabalhos cientificos vém mostrando o
potencial farmacoldgico do latex de mangaba. Por exemplo, Marinho et al (2011), mostraram
que o latex de mangabeira apresenta atividade anti-inflamétoria, o estudo foi realizado em
ratos, por meio do qual foi constatada a inibicdo da formacdo de &cido nitrico, PGE2 e
producdo de citocinina. Outro trabalho realizado em coelhos, foi descrito por Santos et al.
(2007) e revelou o potencial antimicrobiano do latex da mangabeira frente a diferentes
microorganismos. Outra propriedade terapéutica do latex foi descrita por Sampaio (2008), que
realizou testes bioquimicos em ratos e determinou a atividade antioxidante do latex, a qual
gerou efeito hepatoprotetor significativo.

Tendo em vista o grande potencial terapéutico do latex de H. speciosa, verificado em
diversos estudos, nota-se a necessidade de realizacdo testes de biocompatibilidade in vitro de
acordo com as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA-ISO 10993).
Estes métodos de biocompatibilidade incluem testes de citotoxidade e genotoxicidade que se
destinam a determinar a resposta biologica de célula utilizando parametros bioldgicos

apropriados, assegurando assim o uso de biomateirais na area da saude.
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1.5 Citotoxicidade

Citotoxicidade é um termo abrangente que significa, em linhas gerais, morte celular
induzida (TEIXEIRA et al., 2003). A citotoxicidade se traduz pela desorganizacéo celular,
bem como pelo aspecto granuloso e arredondado das células, e consequente aparecimento de
alteracbes morfoldgicas quando as células sdo expostas a agentes externos (STREISSLE et
al., 1981).

O teste de citotoxicidade tem como objetivo detectar o potencial de um material em
produzir efeitos letais ou subletais em sistemas bioldgicos em nivel celular. Este teste deve ser
aplicado a todas as categorias de biomateriais e buscam resguardar a seguranca relativa ao uso
de drogas vegetais, podendo resultar em dados para sustentacdo deste uso (BORGO et al.,
2004). Entre essas analises o teste de Allium cepa (cebola) vem recebendo destaque
(DEMIRCI et al., 2008).

1.6 Genotoxicidade

Genotoxicidade € a propriedade de um agente quimico, fisico ou bioldgico de causar
alteracdes no DNA que podem ou ndo ser reparaveis (ROSSI et al., 2003). A genotoxicidade
ocorre quando a capacidade de replicacdo e de levar informacdo do DNA é alterada. Os danos
ao DNA podem resultar em efeitos mutagénicos e carcinogénicos (FERREIRA et al., 2009).

Os principais tipos de genotoxicidade ocorrem por danos no DNA, mutacdes pontuais,
aberracbes cromossémicas e surgimento de micronucleos (DIANA et al., 2000).
Microndcleos sdo pequenos corpos contendo acidos desoxirribonucleicos (DNA), localizados
no citoplasma, resultantes de quebras cromossémicas, formando fragmentos acéntricos, ou
com sequéncia de cromossomos inteiros que nao se prendem ao fuso mitotico e dessa forma,
ndo chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose (MILLER, 1973).

Estudos de genotoxicidade e mutagenicidade sdo necessarios por contribuirem com a
utilizacdo segura e eficaz de novas drogas ou de novos tratamentos, devendo ser realizados
nos estagios iniciais do desenvolvimento de novos produtos, a fim de diagnosticar uma
potencial atividade genotOxica e/ou carcinogénica e para auxiliar na obtencdo de novas
estruturas quimicas menos toxicas (GREEN, 2001).

A avaliacdo do potencial genotoxico de substancias pode ser realizada utilizando
diferentes organismos procariotos ou eucariotos, analisando alteracGes génicas, quebras
simples e duplas no DNA e alteragGes cromossomicas (GRANT, 1994).

O sistema Allium cepa € um teste in vivo, o qual vem sendo bem aceito para o estudo
de efeitos de citotoxicidade e genotoxicidade de plantas medicinais. Neste teste as raizes da

cebola ficam em contato direto com a substancia testada, permitindo a avaliacdo de
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concentragOes diferentes do material a ser testado, além de permitir testar diversos materiais
ao mesmo tempo (VICENTINI et al., 2001).

1.7 Avaliagdo da biocompatibilidade de uma substéncia: teste Allium cepa

O teste Allium cepa permite avaliar o efeito citotoxico e genotdxico da substancia
testada sobre a célula. As razfes para a utilizacdo de sistemas vegetais sao muitas: as plantas
sdo faceis de armazenar e manipular e sdo de baixo custo (DIANA et al., 2000).

O método de avaliacdo de alteragcBes cromossdmicas em raizes de Allium cepa é
validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa
Ambiental das Nac¢6es Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise e monitoramento
in situ da genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA & RODRIGUEZ, 1999). O
teste de Allium cepa foi utilizado para detecgdo de genotoxicidade pela primeira vez por
Levan (1938) e em 1985, Fiskesjo realizou as primeiras adaptacfes do teste para a utilizacdo
no monitoramento ambiental, além da avaliacdo de compostos solUveis e insolUveis em agua
até avaliacdo de efeitos de misturas complexas (RODRIGUEZ et al., 1999).

O teste consiste basicamente em colocar o Allium cepa em um recipiente com agua
deixando as raizes do bulbo se desenvolver em mais ou menos 3 dias. Apds esse periodo 0s
tratamentos sdo colocados e deixados por 72h, as pontas das raizes sdo cortadas,
posteriormente sdo preparadas as laminas e as mesmas avaliadas por meio de microscopio
Gtico, aonde serdo analisadas as alteragdes cromossomicas (TEIXEIRA et al., 2003).

Como mencionado anteriormente um material biocompativel além de ndo ser
citotoxico e genotdxico, tem que apresentar alguma biofuncionalidade. Entre as
funcionalidades apresentadas por determinada substancia destaca-se a angiogénese, que é 0
processo pelo qual novos vasos sanguineos sdao desenvolvidos a partir de vasos pré-existentes.
Para a avaliagdo da angiogénese de uma substancia um teste que véem recebendo destaque € 0

teste da membrana corioalantéide (MCA), principalmente por sua rapidez e simplicidade.

1.8 Avaliagdo da biofuncionalidade de uma substancia: teste (MCA)

A membrana corioalantéica (MCA) embrionaria de galinha € uma membrana
extraembrionaria formada por uma fusdo da mesoderme com a ecdoterme coribnica (Figura
4), que se encontra abaixo da membrana da casca, a partir quarto dia do desenvolvimento
embrionario (HAMILTON, 1965).
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Figura 4: Esquema da membrana corioalantdide embrionaria presente em ovos de galinha
(VARGAS et al., 2007).

O ensaio MCA foi desenvolvido no inicio dos anos 70 e adaptado por Folkmann et al,
1987. Ao longo dos anos essa técnica vem sofrendo alteragbes, mas o principio basico é
adicionar a membrana corioalantdide do ovo de galinha fertilizado, um papel embebido com
substancia a qual deseja testar, através de um pequeno orificio realizado na casca do ovo.
Apo6s 1 a 3 dias de contato da substancia com embrido pode se avaliar a capacidade
angiogeénica, antiangiogénica e teratogénica a substancia em estudo (ILLANES et al., 1999;
QUIEGLEY e ARMSTRONG, 1998; MOSTAFA et al., 1980). Esse método de estudo é
rapido, tecnicamente facil, barato e os resultados tém grande aceitabilidade no meio cientifico
(RIBATTI et al., 2001).

A principal desvantagem do ensaio da MCA é que a membrana j& contém uma rede
vascular bem desenvolvida e sofre mudancas rapidas tanto em sua morfologia quanto na
velocidade da proliferacdo de células endoteliais durante o desenvolvimento embrionario
(BORGES et al., 2003). Além disso, 0s ensaios sdo executados em aves, podendo limitar o
aproveitamento integral desses resultados em mamiferos. No entanto, o modelo é considerado
valido pela literatura contemporanea para testes acerca da atividade angiogénica de diversas
substancias como esterdides, heparina, anti-cancerigenos e antagonistas de moléculas de

adesdo, sendo crescentes os trabalhos publicados nessa area (KATRANCIOGLU et al., 2012).
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2 OBJETIVOS:
2.1 Objetivos gerais
Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o potencial do latex de mangabeira
como biomaterial. Para isso serdo utilizados testes que avaliem sua biocompatibilidade e
funcionalidade em sistemas vivos.
2.2 Objetivos especificos:
e Auvaliar o potencial citotoxico e genotdxico do latex de Hancornia speciosa, por meio
do teste de Allium cepa.
e Detectar atividade angiogénica do latex de Hancornia speciosa, utilizando como
modelo experimental a membrana corioalantéide (CAM) de ovo fertilizado de galinha;
e Avaliar a formacdo de novos vasos sanguineos, presenca de inflamacéo e hiperemia a
partir de andlise histoldgica das membranas CAM submetidas ao tratamento com latex
de mangabeira.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Material botanico

As coletas de latex foram realizadas na Estacdo Experimental da Universidade
Estadual de Goias, Unidade Universitaria de Ipameri-GO, 17°43°51”S, 48°09’17”W. De
acordo com Monachino (1945), a linhagem utilizada foi classificada como Hancornia
speciosa Gomes, identificada por Prof. MS. Ismael Martins Pereira. Um exemplar da planta

foi depositado no herbario da Universidade Estadual de Goias, sob o0 nimero 4875 (Figura 5).

Figura 5: Exsicata Hancornia speciosa Gomes, identificada pelo Prof. MS. Ismael
Martins Pereira. Depositada no herbario da UEG sob o nimero 4875.

O latex foi coletado por meio de perfuragdo no tronco da arvore usando um recipiente
estéril. A incisdo da casca foi realizada utilizando uma faca e o corte tem aproximadamente
10 cm de comprimento e 0,5 cm de profundidade. Apos a coleta, o latex foi centrifugado para

retirada de impurezas.

3.2 Avaliacéo da biocompatibilidade
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Para avaliacdo da citotoxidade e genotoxidade foi utilizado o teste de Allium cepa, a

metodologia utilizada foi descrita por Sampaio, 2012. Cujas etapas estdo descritas a seguir:

3.2.1. Obtencéo de Allium cepa

Para a execuc¢do do teste foram utilizadas Allium cepa (cebolas) de tamanho médio e
uniforme com catafilos externos brancos, mesma origem, ndo germinados e saudaveis,
adquiridas comercialmente e mantidas em local livre de umidade e ao abrigo da luz.

3.2.2. Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram compostos de cinco diferentes tratamentos: 1. solucdo
de latex a 10%; 2. solucdo de latex a 5%; 3. solucdo de latex a 1% diluidos em &gua; 4.
controle negativo (agua destilada); 5. controle positivo (azida sodica, 2 g/L).

3.2.3 Procedimentos

Foram distribuidos 15 bulbos para cada concentracdo a ser testada, tendo-se o cuidado
de retirar, com auxilio de bisturi, as raizes secas e camadas externas secas ou com mofo,
atentando-se para que a area radicular nao fosse danificada. Em seguida, o parénquima central
da coroa de brotamento foi retirado para aumentar a absorcao das solu¢des, a uniformidade de
brotamento e o crescimento das raizes.

Os bulbos foram lavados em agua corrente, por cerca de 20 minutos. Os bulbos
descascados foram colocados em agua a temperatura ambiente, durante o procedimento de
limpeza a fim de reduzir os efeitos de possiveis inibidores do brotamento. Os bulbos destes
grupos foram colocados em recipientes de vidro, previamente esterilizados, com capacidade
de 50 mL, com a érea radicular mantida diretamente em contato com a agua.

Apos trés dias de exposicdo a agua, os bulbos foram colocados em contato com as
solucBes testes. As raizes foram cultivadas em cada tratamento por 72 h e em seguida as
pontas dessas raizes foram cortadas e entdo utilizadas para andlise citogenética. As raizes
foram fixadas em solugdo de Carnoy (etanol 99%; acido acético glacial - 3:1) por 24 h, e
refrigeradas até o0 momento da preparacdo das laminas. O teste foi conduzido em temperatura
controlada, sobre bancada sem vibracgdes e sem iluminagéo direta.

3.2.4 Preparo das laminas

Para o preparo das laminas, foram utilizadas de 2 a 3 raizes de cada bulbo, sendo que
foram utilizados somente 5 bulbos de cada tratamento para as analises. As raizes foram
lavadas em &gua para a retirada do fixador do material e a seguir hidrolisadas em uma solugéo
de HCI 5M por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada a retirada da
coifa, as raizes foram dissecadas com uma gota de acido acético 45% e esmagadas com uma

laminula. As laminulas foram retiradas apos congelamento em nitrogénio liquido e as laminas
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coradas de 5 a 10 minutos, com corante Giemsa 5%. Em seguida as laminas foram submetidas

a analise em microscopio 6tico.

3.2.5 Analises das laminas

As laminas foram avaliadas utilizando microscopio 6tico com até 100 vezes de
aumento. No total foram analisadas 1.000 células por bulbo, em um total de 5 bulbos por
tratamento. Foi avaliado o potencial citotoxico pelo indice mitético (IM), e o potencial
genotoxico pela frequéncia de anomalias do ciclo mitético (ACM) e a incidéncia de
micronucleos (M).

O IM foi calculado para cada tratamento utilizando o numero de células em
divisdo/1000 células. E para a taxa de divisdo celular utilizou-se o indice mitético (IM) por
1000 (SETH et al., 2008).

3.2.6 Analise estatistica

Foram obtidos os valores do indice mitético (IM), a frequéncia de anomalias do ciclo
mitotico (ACM) e a incidéncia de micronudcleos. Os grupos foram divididos em cinco
tratamentos, cada um contendo cinco bulbos, sendo que os valores foram analisados por meio
da Andlise de Variancia (ANOVA) por meio da qual é determinado se ha diferenca
significativa entre as médias e comparados teste de Tukey (SISVAR, 2010). Sendo

consideradas significativas as diferencas que apresentaram valor p < 0,05.

3.3 Avaliagéo da biofuncionalidade

Para avaliacdo do potencial angiogénico, ou seja, da biofuncionalidade do latex de
mangabeira foi realizado o teste da membrana corioalantéide (CAM) em ovos de galinha
fertilizados, a metodologia realizada foi segundo Parente et al, 2011. A seguir séo descritas as
etapas:
3.3.1 Obtencéo dos ovos fertilizados

Foram utilizados 100 ovos de galinha férteis (Gallus gallus domesticus) provenientes
da Fazenda Boa Vista, no municipio de Campo Alegre de Goids. Foram formados cinco
grupos experimentais, sendo que cada grupo foi composto por 20 ovos fertilizados.
3.3.2 Substéancias utilizadas

Os ovos foram submetidos a diferentes substancias: 4gua esterilizada (MilliQ), solucéo
de dexametasona 4mg/ml (C22H29FO5 da Aché Laboratérios Farmaceuticos, SA — Lote
n°1204279), Regederm® — pomada de latex de seringueira (Pele Nova Biotecnologia), Latex
de mangabeira diluido em agua e diluido em aménia (anticoagulante).

3.3.3 Experimento
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A metodologia do ensaio CAM foi realizada de acordo com Melo-Reis (2010). Os
ovos foram incubados a 37 °C, em uma camara umidificada (60-70% de umidade relativa) e
divididos em cinco grupos de 20 ovos de galinha fertilizados. No quinto dia de incubacéo foi
realizado um orificio circular na extremidade a qual se localiza a cdmara de ar do ovo e a
seguir a membrana interna foi removida e 0 ovo teve seu orificio lacrado com filme. A seguir
0s ovos foram devolvidos a incubadora.

No décimo terceiro dia de incubacdo, os ovos foram submetidos aos tratamentos: 1)
latex mangabeira com 0,01% amonia (anticoagulante); 2) latex mangabeira diluido em agua
na proporcao 1:1; 3) Regederm®, composto a base de latex de seringueira (controle positivo);
4) agua destilada (controle negativo); 5) solucdo de dexametasona (inibidor). Essas
substancias foram colocadas em discos de papel de filtro e posteriormente colocadas em cima
da CAM em condigdes de esterilidade. A resposta angiogénica foi avaliada 72 horas ap6s 0s
tratamentos. As CAMs foram fixadas em solugdo de formaldeido (3,7%) durante 5 minutos. A
sequir, a CAM foi recortada com tesouras cegas curvas e mantidas em placas de Petri na
presenca de uma solucdo de formaldeido.

3.3.4 Obtencdo e andlise das imagens

Através de uma camera digital foram tiradas fotos da CAM em um fundo branco. A
analise e quantificacdo da rede vascular neoformada foram realizadas por meio das imagens
capturadas. A area percentual de cada ensaio foi determinada utilizando os programas para
Windows (versdo 2.0.5) Gimp e Imagem J (versdo 1.28). As imagens foram preparadas de
forma que a saturagdo de luz e o contraste permitissem uma melhor resolugéo dos vasos
sanguineos.

3.3.5 Anélises estatisticas

Com objetivo de analisar o potencial angiogénico do latex de Hancornia speciosa, a
porcentagem da area de CAM entre grupos controles e tratados foram calculados por meio da
Analise de Variancia (ANOVA) e comparados teste de Tukey (SISVAR, 2010). Sendo
consideradas diferencas significantes as que apresentaram valor p < 0,05.

3.3.6 Analises histologicas

A anélise histologica das membranas foi realizada na Universidade Federal de Goias,
no Departamento de Patologia Tropical, sob a supervisao do Professor Dr. Ruy Lino de Souza
Junior. A metodologia utilizada na confec¢do das Iaminas foi a emblocagem das membranas
corioalantéides (CAM) em parafina. Os blocos de parafina foram cortados e os fragmentos
foram corados com hematoxilina-eosina (HE). A formacdo de vasos foi avaliada ao
microscopio oOptico de luz e posteriormente fotografada utilizando uma camara digital

acoplada ao microscopio.
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As seguintes caracteristicas morfologicas da CAM foram utilizadas como parametros
nessa comparacao: 1. ocorréncia de hiperemia, 2. presenca de elementos inflamatérios e 3.
formacdo de novos vasos. Os diferentes parametros foram analisados e os resultados
visualmente classificados de acordo com a intensidade em: ausente (0), discreto (1), moderado (2) e
acentuado (3). A anésile estatistica do teste histoldgico foi realizada através de teste ndo paramétrico,

chamado Kruskal Wallis, sendo considerado significativos p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSAO
4.1 Avaliagdo da biocompatibilidade
4.1.1 Teste de Citotoxicidade e Genotoxicidade

Nessa pesquisa foram avaliados a genotoxidade e citotoxicidade do latex através de
teste in vivo utilizando o sistema Allium cepa. Os parametros considerados foram os
seguintes: 1.) indice mitotico (IM) para avaliagdo da citotoxicidade e 2) presenca de
micronucleo (M) e anomalias na diviséo celular (ACM) para a anélise da genotoxicidade.

Os niveis de citotoxicidade de um agente podem ser determinados pelo aumento ou
diminuicdo do IM. O indice mitdtico (IM) mede a proporcao das células na fase M do ciclo
celular e a sua inibicéo pode ser interpretada como a morte celular ou um atraso na cinética de
proliferacdo de células (PANDA et al., 2005). Na avaliacdo da citotoxicidade foi observada
uma diferenca significativa nos diferentes tratamentos (Tabela 1). Pode-se observar um
aumento do indice mitdtico quando comparado o latex de mangabeira com o controle positivo
(azida sddica) e uma reducdo quando comparado com o controle negativo (dgua). A andlise
estatistica desses resultados, realizadas a partir da comparacdo das médias pelo teste Tukey,
mostrou que existe diferenca significativa entre o grupo tratado com latex e os controles

positivo e negativo.

Tabela 1. Andlise das laminas do teste de Allium cepa, quanto a citotoxicidade e
genotoxicidade.

Citotoxicidade Genotoxidade
Tratamentos Indice Mitdtico Anomalias Micronucleos
Latex 1% 55,13* a 2a Oa
Latex 5% 36,17* b la Oa
Latex 10% 38,65* b 4a 2a
Agua 66,78* c la la
Azida sodica 11,82 d 255* by 100* b

*p<0,05: Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey.
** Letras iguais representam tratamentos onde ndo houve diferenca significativa.

Panda et al. (2005) descrevem que para uma substancia ser considera citotoxica ela
deve causar um decréscimo no IM superior a 50 %, sendo esse 0 chamado limite citotoxico. A
queda do indice mitdtico obtida nos tratamentos com o latex de mangabeira foi inferior a 50%
em comparagdo com o controle negativo, ndo apresentando assim um impacto letal sobre o
organismo, apesar a taxa de diminuir a divisdo celular. Assim, provavelmente o latex de
mangabeira apresente compostos quimicos que tenham efeito inibitorio no ciclo celular. Esse

efeito inibitério € maior quanto maior a concentracdo do latex de mangabeira. Embora as
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diferentes concentracfes testadas (1, 5 e 10%) ndo resultaram em atividade citotoxica.
Resultados semelhantes foram descritos para extratos de outras plantas, tais como Alpinia
nutans K. Schum e Pogostenum heyneanus Benth. (FACHINETTO et al., 2007). Sudhakar et
al. (2001) considera que essa redugdo na atividade mitotica ocorre devido a inibicdo da
sintese de DNA ou de um bloqueio na fase G2 do ciclo celular, atrasando assim o ciclo
celular.

A genotoxicidade é caracterizada pela presenca de aberracGes na divisdo celular e
micronucleos. Os resultados obtidos nesse trabalho estdo mostrados na Tabela 1 e Figura 6.
As andlises mostraram a presenca de poucas anomalias e micronicleos nas células submetidas
ao tratamento com latex em diferentes concentragcfes. O latex na concentracdo de 10% (n=4)
apresentou uma frequéncia maior de anomalias, mas em comparacdo com o controle positivo
(n= 255) esse indice foi muito baixo. Entre os diferentes tipos de anomalias observadas as
mais comuns foram atrasos no fuso mitético (Figura 5: 1b; 3b e 5b). Foi observada também a
presenca de micronucleos nas diferentes concentrac@es do latex de mangabeira testadas, mas
ndo foram significativos quando comparados com o controle positivo. No controle positivo
(Figura 5b) pode-se observar alta frequéncia de micronucleos (n=100). As analises estatisticas
mostram que ndo existem diferencas significativas entre os tratamentos com o latex de
mangabeira e o controle negativo. Por outro lado, obteve-se uma diferenca altamente
significativa quando comparado os tratamentos a base de latex com o controle positivo. Esses
resultados evidenciam estatisticamente que o latex de mangabeira ndo tem potencial
genotoxico, nas concentragdes testadas.

Em relagéo as anormalidades cromossdmicas, a mais frequentemente observada foi a
formacdo de pontes cromossémicas, durante anafase e telofase (Figura 5). As pontes
observadas nas células foram, provavelmente, formadas por quebra e fusdo das cromatides.
De acordo com Kabarity et al. (2008) pontes cromossdmicas podem ser causadas pela
viscosidade de cromossomos e por isso na divisdo permanecem ligados por pontes resultando
assim em algum tipo de anomalia. Além das pontes cromossémicas, outro tipo de aberracdo
observada foi a presenca de micronlcleos, principalmente na fase da interfase. Os
micronucleos resultam de fragmentos acéntricos ou atraso em Cromossomos que nao
conseguem incorporar os nucleos das células durante a teldfase, podendo causar a morte
celular devido a supressdo de genes primarios (MENG et al., 2003). Assim, os resultados
deste estudo sugerem que o latex de mangabeira, o qual ja& vem sendo utilizado na medicina
caseira, ndo possui efeito citotoxico e genotoxico, ndo causando danos nas células quando

utilizado de forma adequada.
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Figura 6: Fotografias das células de cebola submetidas aos diferentes tratamentos: la e b.
Latex de mangabeira a 1% observa-se atraso nos cromossomos; 2: Latex de mangabeira a 5%,
ndo observa-se a formacdo de anormalidades; 3a e b: Latex de mangabeira 10%, em destaque
a formacdo de anormalidades; 4: Agua (controle negativo) ndo observa-se a formacéo de
anormalidades; 5a e b: Azida sodica (controle positivo). Setas indicam anormalidades no ciclo
celular e circulo a presenga de micronucleos. 40X refere-se ao aumento de 40 vezes e 100X

ao aumento de 100 vezes.
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4.2 Avaliacéo da biofuncionalidade

Os resultados obtidos a partir da rede vascular neoformada foram analisados por meio
de dois processos diferentes: 1.) digitalizacdo da imagem da CAM e quantificacdo da rede
vascular; e 2.) anélise histoldgica do vasos neoformados.
4.2.1 Obtencdo das imagens da CAM e quantificacdo da angiogénese

As imagens da membrana corioalantdide de ovos de galinha fertilizados tratadas com
latex de mangabeira e tratamentos controles sdo mostrados na Figura 7. A analise visual dos
resultados apresentados nessas imagens permite observar uma nitida diferenca na formacéo da
rede vascular entre o grupo tratado com latex e os diferentes grupos controles. As maiores
vascularizacdes foram observadas nos grupos tratados com latex de mangabeira (1 e 2) e
controle positivo (4), enquanto que as menores porcentagens de vascularizacdo foram

observadas no controle negativo (5) e inibidor (6).

Figura 7: Imagens da CAM e seus respectivos tratamentos: 1) esquema de analise de imagem
obtida com o Programa Imagem J; 2) latex com amonia 0,01%; 3) latex com agua 1:1; 4)
Regederm® (controle positivo); 5) agua (controle negativo); 6) dexametasona (inibidor).

Para confirmar as analises visuais, as imagens foram submetidas ao programa Image J.
A quantificacdo da &rea vascularizada comprovou que nos tratamentos a base de latex de H.
speciosa e Regederm® a porcentagem de vascularizagdo foi maior que nos grupos controle
negativo e inibidor. A Tabela 2 e Figura 8 apresentam as médias de vascularizagdo, desvios
padrdes e respectivas andlises estatisticas das CAMs submetidas aos cinco diferentes
tratamentos.
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Tabela 2: Porcentagem de vascularizacdo obtida com latex de mangabeira e diferentes
controles, p<0,05*.

Teste Membrana Corioalantéide
Tratamentos Porcentagem de vascularizacao Médias de Teste de comparacao
vascularizacdo + SD de médias (Tukey)

Latexamonia 19,5 19,8; 19,2; 22,1; 19.9; 18,9; 21,7;
19,3; 20,7; 22,3; 19,5; 19,2; 19,5; 20,4; 20.27% + 1,32 A
20,3; 23,3; 19,0; 18,5; 20,0.

Latex agua 21,4; 22,6; 21,1; 19,7; 20,2; 20,3; 19,0;
21,2; 24,3, 19,4, 23,0; 23,4, 19,6; 19,8; 21,23* + 1,58 A
20,0; 23,0; 23,8; 20,0; 21,0.
Regederm® 19,1; 10,1; 20,7, 19,7; 22,0; 21,7; 19,0;
(controle positivo) ~ 19.0; 20,0; 19,4; 18,0; 21,3; 20,1; 20,2; 20,39* + 3,12 A
19,7; 19,8; 21,4; 22,4; 26,7; 25,8.
Agua 8,0; 11,9; 13,2; 12,2; 11,3; 10,3; 9,8;
(controle negativo)  11.8; 8,6; 9,1, 10,0; 5,2; 55; 6,9; 9,8; 9,18 +2,21 B

7,6;9,5;5,7,82;9,0.

Dexametasona 5,6; 4,14; 5,2; 9,7, 13,8; 9,2; 84, 4,7,
(inibidor) 7,9;6,7,54,54,72;73;5,0; 4,0; 7,5 6,66 + 2,31 Cc
6,2;5,6.

Vascularizagdao (CAM)

Figura 8: Grafico apresentando a comparacdo entre as médias de vascularizacdo dos
tratamentos a base de latex com os controles positivo, negativo e inibidor.
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Os testes estatisticos realizados para a comparacdo das medias de vascularizacdo
mostraram que o0s trés grupos submetidos ao tratamento com latex ndo diferem
estatisticamente entre si. Por outro lado, as médias de vasculariza¢do dos grupos tratados com
latex diferem significativamente do controle negativo (P < 0,05) e do inibidor (P < 0,05).
Ainda, o inibidor mostrou uma reducédo consideravel em relacdo ao controle negativo (P <
0,05). Isso permite sugerir que o latex de mangabeira tem o0 mesmo potencial angiogéncio do
latex de seringueira, o qual é atualmente considerado padrdo ouro da ANVISA e o qual tem
sido comercializado sob a formula do Regederm® pela empresa PeleNova. Esse resultado €

promissor, uma vez que existe uma procura por novos compostos bioativos com potencial
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angiogénico devido a ocorréncia de alergias relacionadas ao uso de produtos a base de latex
de seringueira (CABANES et al., 2012).

O ensaio CAM tem sido amplamente utilizado como um modelo in vivo para estudar a
atividade angiogénica de vérias substancias, tais como: fatores de crescimento, citocinas,
horménios, drogas, extratos de tecidos, biomateriais, enxertos de tecido implantados
(ZWADLO-KLARWASSER et al., 2001). Dentre essas diferentes substancias testadas
encontra-se o latex de diferentes plantas. Ferreira et al. (2009) testou o potencial angiogénico
das fracbes borracha e soro latex de Hevea brasiliensis a partir do teste CAM e como
resultado observou que o teste é extremamente sensivel e capaz de determinar que a fragcdo
responsavel pela atividade angiogénica é a fracdo soro. Outro estudo o qual mostra a
eficiéncia do teste CAM para quantificacdo da atividade angiogénica foi realizado por Melo-
Reis et al. (2010). Os autores comprovaram a eficiéncia do latex de Synadenium umbellatum
Pax. em promover a vascularizagdo em ovos de galinhas fertilizados. Assim como 0s
resultados apresentados na presente pesquisa, os resultados obtidos com S. umbelatum séo
similares aos obtidos em Hevea brasiliensis (MELO-REIS et al., 2010).

Desde o século XV, ja se € conhecido que a dose correta é que diferencia um veneno
de um remédio. Assim, outro ponto importante a ser discutido é a concentracdo dos
compostos ativos presentes no latex. Algumas lactiferas possuem uma concentracdo alta de
compostos nocivos a vida e causam um efeito indesejavel sobre a os sistemas vivos. Por
exemplo, o latex de Synadenium umbellatum quando utilizado no teste CAM sem diluicdo
causou a morte dos embrides durante o teste CAM (MELO-REIS et al., 2010). Dessa forma, o
potencial angiogénico do latex de Synadenium umbellatum s6 foi observado com dilui¢des de
10 e 20 mg/ml. Diferente desse resultado, os latex de Hevea brasiliensis e Hancornia
speciosa ndo sdo toxicos in natura e ndo precisam ser diluidos para a sua utilizacdo em
sistemas vivos. As analises dos resultados do presente trabalho mostraram que nédo existem
diferencas significativas nas porcentagens de vascularizacdo das CAMs quando se utilizaram
o latex amonizado 0,01% e latex diluido em &gua. Isso sugere que o latex de Hancornia
speciosa nao é toxico a sistemas vivos e ndo precisa ser diluido antes do seu uso.

A utilizacdo da amonia durante a coleta do latex é outro ponto que deve ser discutido.
A amodnia é um componente comumente empregado na manipulacdo de latex como um
eficiente bactericida e anticoagulante. Muitas inddstrias pneumaéticas utilizam esse
componente na manufatura de produtos tais como: brinquedos, bexigas, cateteres, luvas,
preservativos e outros (KEKWICH et al., 1996). Contudo, existe uma discussdo sobre o
efeito da adicdo da aménia na incidéncia de alergias associadas a produtos que utilizam

borracha como matéria-prima. Em um trabalho com pessoas alérgicas a latex de seringueira
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La Gruta et al. (2003) foi constatado que o grupo exposto ao latex amonizado apresentou
menor resposta alergénica do que o grupo exposto ao latex ndo amonizado. A explicacdo dos
autores foi a de que a presenca da amodnia destruiria algumas das proteinas alergénicas
presentes no latex. Por outro lado, Floriano et al. (2013), mostraram que a adicdo de amodnia
aumenta a citotoxicidade e genotoxicidade do latex de seringueira em testes in vitro e in vivo,
sugerindo que a alergia a produtos a base de borracha pode ser devido a adicdo da aménia. Os
resultados referentes a avaliacdo da angiogénese realizados nessa pesquisa ndo mostraram
diferencas significativas nas porcentagens de vascularizagdo entre o latex amonizado e ndo
amonizado, contudo as analises histoldgicas da CAM mostraram diferencas entre esses dois

tratamentos.

4.2.2 Andlise histologica das CAMs

Apos a analise de imagem as CAMs submetidas aos diferentes tratamentos foram
analisadas histologicamente. A figura 9 apresenta em detalhes os trés parametros avaliados
nesse trabalho: neovascularizacdo ou formacdo de novos vasos sanguineos (Figura 9A);
presenca de elementos inflamatdrios (Figura 9B) e hiperemia (Figura 9C).

E importante destacar que os processos de angiogénese, a inflamagio e a hiperemia
sdo eventos correlacionados. Células inflamatérias sdo importantes para ativar fatores, tais
como as citocinas, interleucinas, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
ativacdo de plaquetas. Estes sdo fatores endoteliais especificos de células de crescimento e
apresentam um papel importante na iniciacdo e amplificacdo da resposta inflamatoria
(ZIJLSTRA et al., 2006) e, consequentemente, na ativacdo de fatores angiogénicos (MAY et
al., 2008; DONA et al., 2003), uma vez que todas elas induzem o crescimento de vasos pré-
existentes e neoformacgdo de outros vasos na CAM. Além da presenca de elementos
inflamatdrios, outro parametro que se deve ser considerado na analise histoldgica é a presenca
de hiperemia. De acordo com Mitchell (2005), a hiperemia geralmente expressa um aumento
da quantidade de sangue circulante em um determinado local, ocasionado pelo aumento do
namero de vasos sanguineos funcionais, o que facilita a ocorréncia de angiogénese e presenca

de elementos inflamatorios.
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Figura 9. Imagens da CAM sobre os diferentes tratamentos para evidenciar os parametros
avaliados. A) formacdo de novos vasos sanguineos (neovascularizacdo); B) elementos
inflamatdrios; e C) hiperemia.

Os resultados obtidos a partir da analise histologica estdo apresentados na Tabela 3 e
Figura 10, os quais estdo de acordo com a andlise de porcentagem de vascularizacdo obtidas
anteriormente pela avaliacdo de imagens utilizando o software do Image J. Na Figura 10,
pode-se observar uma inibicdo evidente dos vasos sanguineos nos grupos onde foram
utilizados a dexametasona (controle inibidor) e a agua (controle negativo) uma vez que estas
areas mostraram uma menor vascularizacdo. Ja o latex de mangabeira e o controle positivo
apresentaram um aumento relevante na rede vascular. As setas mostram a presenga de vasos
neoformados nos controles a base de latex de mangabeira, enquanto que nos controles
negativo e inibidor, observa-se que ndo ha a formacdo de novos vasos sanguineos. Também
foi verificado que apenas nas membranas expostas ao latex de Hancornia speciosa ou ao
Regederm® houve uma densa concentracao de células inflamatorias, os quais sdo importantes

para 0 processo de angiogénese.
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Figura 10: Imagens dos vasos neoformados da membrana CAM com diferentes tratamentos;
1) Membrana corioalantdide; 2) vaso tratado com latex diluido em aménia; 3) vaso tratado
com latex diluido com &agua; 4) vaso com controle positivo (Regederm®); 5) vaso com

tratamento negativo (agua); 6) vaso com inibidor (dexametasona).

As analises estatisticas da histologia das CAMs submetidas aos diferentes tratamentos
foram realizadas atraves do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e estdo apresentados na

Tabela 3.
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Tabela 3: Dados da anélise histoldgica das CAMs de ovos de galinha fertilizados e seus
respectivos tratamentos.

Dados analise histologica
Tratamentos  Laminas Inflamacdo Hiperemia Angiogénese

A 3 3 1
C 2 3 3
Latex Amonia E 1 3 1
G 1 0 0
H 3 3 2
B 1 3 2
C 2 3 1
Latex Agua D 1 3 1
I 1 3 1
G 1 3 2
A 1 0 1
B 2 3 2
Regederm ® C 2 3 3
F 1 3 0
G 0 3 0
D 1 3 1
E 2 3 1
Agua G 1 3 0
H 1 2 0
I 1 2 0
A 0 0 0
B 0 1 0
Dexametasona C 0 2 0
D 0 2 0
E 0 1 0
Kruskal Wallis P=0.05 P =0.06* P =0.05

*Na&o houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Os resultados mostraram que 0s grupos de latex da mangabeira e Regederm® foram
significativamente diferentes do controle negativo e inibidor nos pardmetros elementos
inflamatdrios (P = 0,05), neoangiogénese (P = 0,05). J& no parametro hiperemia ndo houve
uma diferenca significativa entre os tratamentos (P = 0,06).

A atividade angiogénica apresentada no presente trabalho, provavelmente, se deve a
ativacdo de resposta inflamatdria, causada pelo latex. Esta resposta € fundamental para que
ocorra angiogénese, reparacdo de tecidos, cicatrizacdo de feridas da pele e outros fendbmenos
bioldgicos essenciais para o ser vivo. Resultados semelhantes foram encontrados por Bessa
(2010), com o latex de Euphorbia tirucalli Linnaeus (aveloz), o qual se observou uma

inibicdo evidente dos vasos sanguineos neoformados quando foi utilizada a dexametasona
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(controle inibidor). O controle positivo e o tratamento com o latex da E. tirucalli apresentou
um aumento significativo da rede vascular e do infiltrado de células inflamatdrias. Neste caso,
o latex de E. tirucalli provavelmente estimulou respostas inflamatdrias, que devem ter
propiciado a migracdo de neutréfilos e macrofagos, estimulando assim a formagéo de novos

Vasos.
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5 CONCLUSAO

Para a utilizacdo de novos biomateriais na medicina sdo necessarios alguns estudos
sistémicos de biocompatibilidade, para essa avaliacdo é utilizado o teste de Allium cepa, por
meio do qual os resultados obtidos mostram que o latex de mangabeira ndo apresenta
potencial citotoxico e genotoxico, nas concentracdes testadas. Outro estudo que deve ser
realizado ¢ o da biofuncionalidade, para isso foi utilizado o ensaio da membrana
corioalantdide (CAM), por meio do qual foi possivel observar que o latex de mangabeira
apresenta alto potencial angiogénico, assim como o produto comercialmente disponivel
(Regederm®) sintetizado a base de latex de seringueira, nas condicOes testadas. Esses sdo 0s
principais requisitos para a aplicacdo de novos materiais em meios biologicos. Portanto esse
trabalho permitiu a identificacdo do potencial genotoxico, citotdxico e angiogénico do latex
de mangabeira agregam valor econémico a essa espécie, a qual tem sido utilizada
principalmente para obtencéo de frutos, podendo esse material ser utilizado futuramente como

biomaterial.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: The latex obtained from Hancornia speciosa, a plant native
to Brazil popularly known in Portuguese as “mangabeira”, is used in folk medicine for
treatment of several diseases, such as acne, warts, diabetes, gastritis and inflammation. In this
work, we describe the biocompatibility assessment and angiogenic properties of H. speciosa
latex and its potential application in medicine.

Methods: The biomembranes were obtained by pouring the latex solution in a petri plate
where it was left to complete polymerization at 55°C. The physical-chemical characterization
was carried out following different methodologies (CHN elemental analyses;
thermogravimetric analyses and Fourier transform infrared spectroscopy). The
biocompatibility was evaluated through cytotoxicity and genotoxicity tests in fibroblast
mouse cells and the angiogenic properties were evaluated using the chick chorioallantoic
membrane (CAM) assay model.

Results: The physical-chemical results showed that the structure of Hancornia speciosa latex
biomembrane is very similar to that of Hevea brasiliensis (commercially available product).
Moreover, the cytotoxicity and genotoxicity assays showed that Hancornia speciosa latex is
biocompatible with life systems and can be a good biomaterial for medical applications. The
CAM test showed the efficient ability of Hancornia speciosa latex in neovascularization of
tissues. The histological analysis was in accordance with the results obtained in the CAM
assay.

Conclusions: Our data indicate that the latex obtained from H. speciosa and eluted in water
showed significant angiogenic activity without any cytotoxic or genotoxic effects on life
systems. The same did not occur with H. speciosa latex stabilized with ammonia. Addition of
ammonia does not have significant effects on the structure of biomembranes, but showed a
smaller cell survival and a significant genotoxicity effect. This study contributes to the
understanding of the potentialities of Hancornia speciosa latex as a source of new

phytomedicines.
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1. Introduction

The World Health Organization has estimated that 80% of the world’s population
relies solely or largely on traditional medicines for health care (Bannerman, 1982) and there is
speculation that more than two billion people may be heavily reliant on medicinal plants
(Lambert et al., 1997, Smith-Hall et al 2012). Plant latex is generally composed of a milky
exudate whose function is to protect the plant (Konno et al., 2004). There are more than
35,000 lactiferous species whose latex has bioactive compounds used in folk medicine
(Konno et al., 2004). The potential for finding new therapeutic compounds in latex is
enormous since currently only about 1% of tropical plant species have been thoroughly
studied for their pharmacological potential (Gurib-Fakim, 2006).

Recently, some reports have described promising results in the use of latex extracted
from the Hevea brasiliensis rubber tree to produce replacement and regeneration tissues. It
has been showed that biomembranes produced with that natural rubber latex not only are
biocompatible but also stimulate angiogenesis, cellular adhesion and extracellular matrix
formation (Floriano et al., 2013; Frade et al., 2012). Such properties can be observed in
studies of different tissues, such as wound healing in cutaneous tissues (Frade et al., 2012);
eardrum replacement (Araujo et al., 2012); bone regeneration (Martins et al, 2010; Ereno et
al, 2010; Herculano et al, 2009); retina restitution (Sampaio et al., 2010); neovaginoplasty
(Carvalho et al., 2008); dental alveolus replacement (Balabalian et al., 2006) and others.
Besides the pharmacological potential, some people show allergy to Hevea brasiliensis latex
(Ebo and Stevens, 2002; Yagami et al., 2004). The allergy is due to at least 13 proteins
present in this latex, of which Hevb3 and Hevbl are frequently associated with latex allergy
in individuals with spina bifida (Akasawa et al., 1995; Czuppon, et al., 1993; Wagner et al.,
1999; Berthelot et al., 2012). This fact alone is a good reason to search for other lactiferous
species, which can produce bioactive latex with low allergenic potential.

The latex obtained from Hancornia speciosa, a plant native to o Brazil, typically
found in the Amazon Rainforest and in the Caatinga and Cerrado vegetations, can be an
interesting alternative for biomembrane production for medical application. The low protein
content of Hancornia, when compared to Hevea, is one of the most remarkable findings of
Malmonge et al. (2009) who suggest that Hancornia has the potential to have less allergic
components. Another positive characteristic of this species is its subproducts, which have
commercial value or at least potential. For example, the fruit, known as mangaba, can be
consumed fresh or as juice, ice cream, jelly and liqueur (Sampaio and Nogueira, 2005). The
extract obtained from the leaves has a hypotensive effect more efficient and effective than
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some commercially available drugs (Ferreira et al. 2007a, b; Silva et al., 2011). Different
flavonoids, catechins, anthocyanins and tannins can be extracted from the bark and are used in
folk medicine to treat gastritis caused by Helicobacter pylori (Moraes et al., 2008), or to
stimulate liver functions, to treat diabetes, hypertension and dermatitis (Macedo and Ferreira,
2004; Ritter et al., 2002). Recently, the latex from this species was shown to present anti-
inflammatory activity (Marinho et al., 2011).

Currently, despite its pharmacological and economic potentials, H. speciosa is
exclusively cultivated for its fruits, with few commercial plantations in Brazil (Carvalho et al.,
2001). In most states, the fruit production is based on extractive activity, with a variable
production, for example of 999 tons in 2004 and 711 tons in 2008 (Brazilian Institute of
Geography and Statistics, 2010).

The aim of this work is to evaluate the H. speciosa latex potential in medicine as a
biomaterial to stimulate angiogenesis. Angiogenesis is a complex biological process that
favors the formation of new blood vessels from preexisting vascular tissue by the
proliferation, migration, regulation and differentiation of vascular cells (Folkman, 2003).
From the point of view of medical applications, materials that induce angiogenesis are
important for tissue engineering, to enhance cell proliferation or to promote wound healing
(Schultz et al., 2003; Shen and Falanga, 2003). Implantable materials are required to be
immunogenic and must have no inflammatory reactions (Zisch et al., 2003). In this work the
potential of Hancornia speciosa latex as a biomaterial for medical applications was evaluated.
For that purpose the physical and chemical characteristics of biomembranes were studied, as
well as the effect of latex collection and sterilization methodology. The latex biocompatibility
was evaluated in vitro through cytotoxicity and genotoxicity tests. Finally, the angiogenic
potential was assessed in vivo through the use of chicken egg chorioallantoic membrane
model (CAM).

2. Material and methods

2.1.  Latex extraction

The latex of H. speciosa was collected from Universidade Estadual de Goiés tree
collection, in the city of Ipameri, (State of Goias — Brazil). A voucher specimen was
deposited at the State University of Goias Herbarium (Universidade Estadual de Goias,
Anapolis, Goias, Brazil); the exsiccate received the number 4875. The latex was collected in
a sterile container by drilling in the tree trunk. The incision in the bark was made with a knife

and the cut had approximately 10 cm length and 0.5 cm depth. The latex milk was submitted
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to different methodologies to prevent coagulation. In one group (called LW group), distilled
water was added in 1:1 proportion (latex:water), in the other (called LA group) 0.1% of

ammonia solution was added.

2.2.  Latex biomembranes

The latex was centrifuged for 5 min at 3,000 rpm to remove impurities gathered in the
collection process. The biomembranes were prepared by pouring the latex solution (10 ml) in
a petri plate with a diameter of 10.00 + 0.05 cm. Typically they were left for 3 days at 55°C to
complete the polymerization. At the end of this process, the biomembranes were carefully
removed from the petri plates with the help of tweezers. These membranes were sterilized
using an industrial Cobalt-60 gamma ray irradiator, Gammacell 220 from IPEN (Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sdo Paulo - Brazil). A dose of 25 kGys was used, in
accordance to 1ISO 11.137.

2.3.  Physical and chemical characterization

Fourier transform infrared (FTIR) spectra were recorded with a Vertex 70
spectrophotometer, from Bruker. The biomembrane spectra were obtained in the range of 400
to 4000 cm™ in the attenuated total reflectance (ATR) mode. Thermogravimetric analyses
(TGA) were carried out with a Shimadzu thermoanalyzer, model DTG 60/60H. Dynamic
scans were conducted in a temperature range from 25 to 600°C, at constant heating rates of
10°C min, under nitrogen atmosphere. Elemental analyses were carried out in a Flash 2000 -
Thermo Scientific analyzer. With this method, the carbon, hydrogen and nitrogen content

were measured with a stated accuracy of +0.3%.

2.4.  Cell viability and Cytotoxicity

Cell viability was determined using the neutral red (NR) assay based on lysosomal
accumulation of NR in viable cells (Borenfreud and Puerner, 1985). First, mouse fibroblast
NIH cells of the line NIH3T3 were cultivated in Ham’s medium supplemented with 20% fetal
calf serum, 1% penicillin and 1% streptomycin at 37°C with 5% CO,. Cell growth was
followed by microscopy until the maximum proliferation was reached. After that the cells
were treated with trypsin for 3 min, washed with Ham’s medium and transferred to new tubes.
For the experiments, 2.5 x10° cells were placed in 48-well plates for 24h for growth and
formation of a cell monolayer. The latex biomembrane was then added to each well and

incubated for 24, 48, and 72 hours. Different experimental groups were used in triplicate: 1.
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Negative control (culture medium); 2. Positive control (phenol 0.2%); 3. H. speciosa
biomembrane (LW group) and 4. H. speciosa biomembrane (LA group). After incubation, the
plates were maintained for 24h at 37°C and 5% CO». Fresh media containing 50 pg/ml NR
was added to each well (eluted with 2 ml of 0.5% acetic acid/50% ethanol solution). Washing
steps with PBS were performed. The resulting NR solution was allowed to incubate for a
further 1 h at room temperature to allow proper mixing. Two hundred microliters of NR
solution were added to a microliter plate. After rapid shaking by the plate shaker, the optical
density (OD) was measured between 540-570 nm (Organon Teknika Reader 530 version
1.24). The average of each set was established, and from this, the media background average
was subtracted to allow calculation of the total percent viability by comparing each value to
the negative control. Statistical analyses were performed using ANOVA and Kruskal-Wallis

tests. P values of less than 0.01 (P<0.01) were considered as indicative of significance.

2.5.  DNA damage / Comet assay

After being in contact for 72 h with H. speciosa biomembranes, the mouse fibroblast cells
cultivated as described in the previous section were submitted to the comet assay to evaluate
DNA damage, according to the method previously described by Singh et al. (1994) with small
modifications. Briefly, cells in 5 pL. medium were suspended in 120 uL of warm 0.5% low-
melting-point (LMA) agarose (Invitrogen) and were quickly pipetted onto a prepared cooled
slide coated with 80 puL of 1.5% normal-melting (NMA) agarose (Invitrogen). Slides with cell
suspension were covered with glass coverslips and subsequently placed overnight in a Coplin
jar containing cooled lysis solution (10% DMSO, 1% Triton X in alkaline lysis buffer:
2.5mM NacCl, 10 mM Tris, 100 mM Na;EDTA, pH 10) to completely digest cellular proteins.
Next, the slides were removed from the lysis solution and placed in a horizontal gel
electrophoresis unit filled with cold electrophoresis buffer (0.3 M NaOH and 1 mM Na;EDTA
at pH 13.2). Slides were allowed to sit in the alkaline buffer for 20 min to allow unwinding of
the DNA strands and expression of the alkali-labile damage. Electrophoresis was performed
for 20 min at 300 mA and 25 V. Following dropwise neutralization (0.4M Tris-HCI, pH 7.5)
for 5 min, cells were stained by applying 50 uL of 20 pg/ml ethidium bromide. The slides
were examined and the tail length was measured with a fluorescence microscope and
appropriate software (Comet Il; Perpective Instruments, Suffolk, UK). The DNA migration of
50 randomly selected cells was examined for each sample. Statistical analyses were
performed using ANOVA and Kruskal-Wallis tests. P values of less than 0.01 (P<0.01) were

considered as indicative of significance.
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2.6.  Angiogenic potential / CAM assay

The chorioallantoic membrane (CAM) model was used for evaluation of the angiogenic
activity according to a methodology adapted from Melo-Reis (2010). One hundred fertile
chicken eggs (Gallus domesticus) were incubated at 37°C in a humidified atmosphere (60-
70% relative humidity). On the 5" day of incubation, a circular hole was opened in the large
end of the eggshell, the CAM membrane was removed, and the eggs were returned to the
incubator. Filter paper disks were soaked in 3 pL of the following solutions: 1. H. speciosa
latex eluted in water (LW group); 2. H. speciosa latex stabilized in ammonia (LA group); 3.
Regederm - commercial product from Pele Nova Biotecnologia prepared with Hevea
brasiliensis latex (positive control); 4. water (negative control); and 5. dexamethasone
(inhibitor). After receiving the treatment solutions, the filters were placed on top of the
growing CAM at day 13 of incubation under sterile conditions. The angiogenic response was
evaluated 72 hours after incubation. CAMs were fixed in formaldehyde solution (3.7%) for 5
minutes, cut with curved blunt scissors and maintained in Petri dishes in the presence of
formaldehyde solution. Analysis and quantification of newly-formed vascular net were made
through captured images. The area of each assay was determined using the programs Gimp for
Windows (version 2.0.5) and Image J (NIH) (version 1.28). The images were prepared so that
saturation, light and contrast allowed a better resolution of the blood vessels which were
quantified in each corresponding pixel (Doukas, 2006; Melo-Reis et al., 2010; Parente et al.,
2011). In order to analyze the angiogenic activity of H. speciosa latex, the treated and control
groups were compared using one way variance analysis (ANOVA) on ranks, followed by
Tukey test. P values of less than 0.05 (P<0.05) were considered as indicative of significance.
2.7.  Histology of the CAM blood vessels

The membranes fixed in formaldehyde solution (3.7%) were processed, included in
paraffin, marked by hematoxylin and eosin and examined by microscopy. Different
parameters were evaluated such as: chorionic and allantoic epithelial layer integrity, presence
of inflammatory elements, hyperemia and neovascularization. The results were visually
classified according to the found intensity, and the data were transformed into quantitative
variables, by assigning the following scores: absent (0), discrete (1 to 25%), moderate (26 to
50%), and accentuated (over 51%). The results were evaluated using Kruskal-Wallis test with
significance level of 5% (P < 0.05).
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3. Results

3.1.  Physical and chemical analysis

In order to characterize the physical and chemical properties of Hancornia speciosa
biomembranes, we compared this latex with the well studied latex from H. brasiliensis. Three
methodologies were used: 1. CHN elemental analyses were used to evaluate the main
components of the latex and the effect of ammonia on the biomembrane structure; 2. TG was
used to evaluate the effect of temperature and ammonia on the biomembrane structure and
stability and 3: FTIR was used to evaluate the effect of ammonia and gamma radiation on the
biomembrane structure.

Results of the elemental analyses are displayed in Table 1. These results show that there
are no significant differences between the H. speciosa and H. brasiliensis biomembranes
(P>0.5 for all variables). For all samples studied, carbon represents the main component of
the biomembrane (80%) followed by hydrogen (11%) and nitrogen (0.5%). The presence of
ammonia in the biomembranes causes a slight increase in the nitrogen component as

expected.

Table 1. CHN elemental analyses of the studies biomembranes. Experiments were performed
in triplicate and the values represent the average + SD.

Biomembranes C (%) H (%) N (%) others (%)
H. speciosa in water (LW) 80+2 11.4+0.1 0.08 £0.03 85 +21
H. speciosa in ammonia (LA) 82+2 114+01 04+0.1 6.2 £2.6
H. brasiliensis in water (HW) 82+1 11.3+0.1 0.6+0.2 6.1 £1.6
H. brasiliensis in ammonia (HA) 82+05 114+0.1 0.7 £0.02 5.9+0.6

The TG results presented in Figure 1 show that the biomembranes from H. speciosa and
H. brasiliensis have a similar thermal behavior. However, the thermal decomposition of H.
speciosa starts at lower temperatures. The main decomposition process is better characterized
through the maximum of the first derivative (DTG) curves and was found to happen between
370 and 380°C (data not shown). The DTG results show that the presence of ammonia
reduces the maximum of DTG curves from 377 to 375°C for H. speciosa membrane, and from
378 to 376°C for H. brasiliensis membrane. The end of the thermal decomposition process
occurred above 560°C with less than 2.0% of char yield. This result is an indicative that H.

brasiliensis rubber extracted is more thermally stable than H. speciosa rubber. Ammonia
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makes the biomembrane slightly less thermally stable and, besides that, for both

biomembranes in ammonia, a small band close to 450 °C can be seen (see inset of Figure 1).

0 100 200 300 400 500 600
Temperature (°C)

Figure 1. TGA weight loss curves for biomembranes of H. speciosa and H. brasiliensis in
water and ammonia. The inset shows a zoom for temperatures between 400 to 660°C.

Figure 2 shows the FTIR spectra of H. brasiliensis (a), H. speciosa (b), H. speciosa
treated by ®°Co gamma irradiation (c), and H. speciosa in ammonia (d). The results show that
both biomembranes (H. brasiliensis and H. speciosa) have a similar composition and the main
component is the cis-1.4-polyisoprene (Figure 2(a) and (b)). In addition, Figure 2 (c) and (d)
shows that the use of ammonia as a stabilizing agent and of gamma irradiation does not cause
significant changes in the structure of the biomembranes. However, Figure 2 (c) shows slight
changes in the bands at 1600, 1448, 1377 and 837 cm™ which can be attributed to formation
of oxydation products (Polovkova et al., 2006). In Figure 2 (d), the slight increase in the band
at 1543 cm is probably associated to the formation of amide groups due to the reaction of
ammonia with the biomembrane (Floriano, et al., 2013).
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Figure 2. FTIR spectra of the studied biomembranes. Biomembranes of H. brasiliensis (a), H.
speciosa (b), H. speciosa treated by °°Co gamma irradiation (c), and H. speciosa in ammonia
(d). The bands indicated are attributed to cis-1.4- polyisoprene [dos Santos et al., 2005;
Malmonge et al. 2009].
3.2.  Biocompatibility

Biocompatibility has become the main requirement for medical application of materials
and devices. The determination of cytotoxicity and genotoxicity is part of the initial
evaluation process stipulated by ISO standards (10993-3; 10993-5). Therefore, we initiated
the analysis of H. speciosa biomembrane with cytotoxity and genotoxity assays under in vitro
conditions using mouse fibroblast cells. Assessment of cell viability using the NR dye uptake
assay was done according to 1ISO 10993-5 recommendations. Figure 3 shows that H. speciosa
biomembranes are not toxic. Comparison between H. speciosa biomembranes prepared with
water (LW group) and with ammonia (LA group) shows that a smaller cell survival is
observed when ammonia is used. In addition, only the positive control showed a high cell
death.
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Figure 3: Cell viability using the NR dye uptake assay. The bars represent the average +
SD of three different assays. P values of less than 0.01 were considered as indicative of
significance (*).

The single cell gel (comet) assay was used to measure DNA damage in mouse fibroblast
cells in vitro after 72 h of exposition to latex. DNA strand breaks were represented by tail
moment and tail intensity for 50 comets per sample (Figure 4 a,b). H. speciosa biomembranes
prepared with water did not induce DNA damage (P<0.05), however there is a significant

increase in DNA damage in the LA group.
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Figure 4: Effects of H. speciosa latex biomembrane on DNA stability. Tail moment (A)
and Tail intensity (B) of DNA in fibroblast cells exposed to latex biomembrane during 72h.
Bars represent the mean value from 50 cells + SD. P values compared with negative control. *
Significance 5% (P<0.05)

3.3.  Angiogenesis activity
In Figure 5 images of different CAMs are shown. As can be seen, more and thicker
blood vessels were formed in the three groups that used latex (LW, LA and RE) when

compared with the negative control and the dexamethasone group (W and DE).
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Figure 5: Images of different CAMs: LW (H. speciosa in water); LA (H. speciosa in ammonia); RE

(Regederm®, positive control); W (water, negative) and DE (Dexamethasone, angiogenesis
inhibitor). The vascularization as measured from image analysis is also presented for the different

analyzed groups. * P < 0.05.
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Figure 5 also shows the vascularization as measured from CAM image analysis. For H.
speciosa latex eluted in water and ammonia, the vascularization percentage average was 21.23
+ 1.62 and 20.27 + 1.35 respectively. For the positive control (Regederm®) it was 20.40 +
3.21; for the negative control (water), 9.18 + 2.27 and for dexamethasone 6.65 + 2.37. The H.
speciosa latex showed a significant increase in the vascular network formed, compared to the
negative control (P < 0.05) and the inhibitor (P < 0.05). No significant difference between H.
speciosa latex and the positive control was observed. The presence of ammonia decreases the
vascularization but the difference is not statistically significant.

3.4. CAM histological analysis

After CAM image analysis, the membranes were submitted to histological analysis
(Figure 6). The results showed an increase in the number of blood vessels for the latex group
(RE, LW and LA groups) after 72 hours of treatment, compared to the negative control and
inhibitor group. The same significant difference was observed for the inflammatory response.
In relation to hyperemia, the Kruskal-Wallis values were not significant (P=0.06). With
regard to the morphological characteristics, there is no significant difference in the chorionic
and allantoic epithelial layers. Thus our results indicate that H. speciosa latex stimulates the

growth of new vessels in CAM.
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Figure 6: Paraffin sections stained with hematoxylin-eosin for different groups: LW (H. speciosa in

water); LA (H. speciosa in ammonia); RE (Regederm®, positive control); W (water, negative) and
DE (Dexametasona, angiogenesis inhibitor). Black arrows show revascularization, while white arrows
show inflammatory elements.

4. Discussion

It is known that the applied biomaterials should possess two significant features. The first
aspect is integrity and degradation of the material, which can be evaluated through their
physical and chemical characterizations; and the second is the reaction of the host organism,
which can be evaluated by biocompatibility and functionality tests.

In order to evaluate whether Hancornia speciosa latex can be used in medical
applications, we first analyzed its physical and chemical characteristics. Our results showed

that H. speciosa and H. brasiliensis latex do not differ significantly in their composition. In
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addition, the results (CHN, TG, and FTIR) showed that the use of ammonia is unable to cause
significant changes in the structure of the biomembranes (see Figure 2 (d) and Table 1).
However, one can observe a slight increase in the band at 1543 cm™, which can be associated
with ammonia addition during latex collection. This result found for Hancornia speciosa latex
IS very important because ammonia is a compound that is commonly used in latex
manipulation as efficient bactericide and anti-clotting as well as during manufacture of natural
rubber products, such as gloves, toys, balloons, catheters and condoms (Kekwich et al., 1996;
Dulngali et al., 1980).

Despite research efforts, many important aspects of latex allergy have yet to be clarified.
One unresolved issue concerning natural rubber allergy is the use of ammoniated or non-
ammoniated latex extracts for diagnosis of allergy. In a study, La Grutta et al. (2003)
suggested that addition of ammonia somehow alters the structure of latex components or
destroys them or modifies relevant allergenic IgE epitopes, which makes the addition of low
ammonia concentrations in latex less allergenic than latex without ammonia. On the other
hand, Floriano et al., 2003 suggested that the use of ammonia in in vivo tests present a
negative reaction to life cells. Although our experiments are not the most suitable for allergy
and bioactivity assessment, we observed that the use of ammonia as stabilizing causes a
decrease of the cell viability and genotoxicity when compared with the latex stabilizing in
water. In relation to angiogenesis, there are no significant differences between positive
control, LA and LW groups. Taken together, our results show that for biological applications,
it is better to use water than ammonia as anticoagulant in the biomembrane preparation.

With regard to biomembrane sterilization, our FTIR results showed that gamma
irradiation causes slight changes on the FTIR bands at 1600, 1448, 1377 and 837 cm™, which
can be attributed to the formation of small quantities of oxydation products (Cibulkova et al.,
2006). Therefore, this result suggests that irradiation does not cause significant changes in the
structure of the biomembranes. Such result is also important because, in comparison with
other usual methods, gamma irradiation does not need high temperatures which could degrade
the latex proteins responsible for its bioactivity. It is very well documented that gamma
irradiation can cause significant changes in polyisoprene films (Alam et al., 2001; Cibulkovéa
et al., 2006; and Polovkova et al., 2006).

It is known that a biomaterial needs to present some bioactive components to be used in
medicine. Previous studies have demonstrated that various lactiferous plants have bioactive
components with angiogenic actions, such as: Hevea brasiliensis (Frade et al., 2012; Araujo et
al., 2012) Synadenium umbellatum (Melo-Reis et al., 2010), Euphorbia caducifolia (Goyal et

al., 2012) and Carica cadamarcensis (Mello et al., 2008). The aim of this work was to



52

evaluate the pharmacological potential of Hancornia speciosa latex. One indicative of H.
speciosa medicinal potential is its use in folk medicine (Macedo and Ferreira, 2004; Ritter et
al., 2002). Moreover, previous studies showed the anti-inflammatory effects of Hancornia
speciosa latex (Marinho et al., 2011). Besides the pharmacological potential indicative, H.
speciosa latex needs to be evaluated in relation to toxicity before it can be used in medicine.
According ANVISA and international standards (ISO 10993-3 and 10993-5), biocompatibility
testing to develop a new material includes citotoxicity and genotoxicity assays. In this work
we selected in vitro tests in mouse fibroblast NIH cells to confirm the biocompatibility of H.
speciosa latex. The result we observed (Figure 3 and 4) is that latex samples eluted in water
(LW) are not cytotoxic neither genotoxic.

However, it is not only the absence of a toxic effect that describes the term
biocompatibility, but also the presence of a positive influence in terms of biofunctionality,
e.g., the promotion of angiogenesis (Wiegand and Hipler, 2008). 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). The results obtained in this study demonstrate that treatments using
latex eluted in ammonia or water show a significant increase of percentage area of vascular
net in fertilized chicken eggs compared to negative and inhibitor control groups.

In addition to image analysis, it is important to evaluate the tissue histology to confirm the
angiogenic activity. It has already been pointed out in the literature that the inflammatory cells
are important to activate factors to stimulate the angiogenic process (May et al., 2008).
Inflammatory cells such as macrophages, lymphocytes, mast cells and fibroblasts are capable
of stimulating vessel growth (Jackson et al., 1997; Folkman and Brem 1992). Inflammatory
mediators, including PGE1, PGE2, TNF, IL-1, IL-6 and IL-8, in addition to having pro-
inflammatory activities, are capable of directly and/or indirectly inducing angiogenesis in vivo
(Remmer et al., 1991). In this way, angiogenesis and inflammation complement each other.
Our histological data is in accordance with CAM images, where we obtained significant
differences in the presence of inflammatory elements and neovascularization.

Another important aspect of this study is the use of different parts of Hancornia
speciosa (leaf, bark, fruit and latex) with pharmacological interest. Some recent studies have
shown the pharmacological potential of some extracts obtained from Hancornia speciosa
species, such as anti-inflammatory effect from latex (Marinho et al., 2011), anti-bactericide
from bark (Moraes et al., 2008) and hypotensive from leaves (Silva et al., 2011). Taken

together, those results showed the important pharmacological potential of H. speciosa species
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and add economic value to H. speciosa culture which up to now has been exclusively used for

fruit production.

5. Conclusion

Our data indicate that the latex obtained from H. speciosa and eluted in water presents
significant angiogenic activity and does not present cytotoxic and genotoxic effects on life
system. The same did not occur with H. speciosa latex stabilized with ammonia. The
ammonia addition does not cause significant effects on the structure of biomembranes, but
showed a smaller cell survival and a significant genotoxicity effect. This study contributes to
the understanding of the potentialities of Hancornia speciosa latex as sources of new

phytomedicines.
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