| [
e~
[ [~2

|

ié;;

3

VIR

US IMPAVIDA
v vy

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE HUMANA E MEIO AMBIENTE
PPGSHMA

Danielle Feij6 de Moura

Avaliacao da toxicidade e efeitos bioldgicos do
latex extraido de Himatanthus drasticus (Mart.)
PLUMEL

Vitéria de Santo Antéo
2016



Danielle Feij6 de Moura

Avaliacado da toxicidade e efeitos bioldgicos do latex
extraido de Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Saude Humana e Meio
Ambiente da Universidade Federal de
Pernambuco como requisito para obtencédo do
titulo de Mestre em Saude Humana e Meio

Ambiente.

Area de Concentracdo: Satude Humana e Meio

Ambiente

Orientador: Prof. Dr. René Duarte Martins

Co-Orientador: Prof. Dr. Alexandre Gomes da Silva

Vitéria de Santo Antéo
2016



Catalogacao na Fonte
Sistema de Bibliotecas da UFPE. Biblioteca Setorial do CAV.
Bibliotecaria Jaciane Freire Santana, CRB4: 2018

M929a Moura, Danielle Feij6 de.
Avaliacdo da toxicidade e efeitos biolégicos do latex extraido de Himatanthus
drasticus (Mart.) PLUMEL / Danielle Feijé de Moura. - 2016.
54 folhas: il., tab.

Orientador: René Duarte Martins.

Coorientador: Alexandre Gomes da Silva.

Dissertacao (Mestrado em Salude Humana e Meio Ambiente) — Universidade
Federal de Pernambuco, CAV, Programa de P6s-Graduacdo em Salde Humana
e Meio Ambiente, 2016.

Inclui bibliografia.

1. Fitoterapia. 2. Plantas medicinais. 3. Botanica. . Martins, René Duarte
(Orientador). Il. Silva, Alexandre Gomes (Coorientador). lIl. Titulo.

615.537 CDD (23.ed.) BIBCAV/UFPE- 61/2016




f84
SERVIGO PUBLICO FEDERAL 'f-'—':_]
UMIVERSIDADE FEDERAL DE PERMAMBUCD | i
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA ;
PROGRAMA DE POS-GRADUACAD EM 5 ADE HUMANA E MEID AMBIENTE - MESTRADD ACADEMICO ve

Dissertacio de Mesirado apresentada por Danielle Feijo de Moura ac Programa de Pos-Graduacio em
Salde Humana & Meio Ambiente do Centro Académico de Vitdria da Universidade Federal de Pemambuco, sob o
titulo “Avaliagdo da toxicidade e efeitos biologicos do latex extraido de Himatanthus drasticus
{MART) PLUMEL”", orientada pelo Prof. Dr. René Duarte Marfins e coorientada pelo Prof. Dr. Alexandre Gomes
da Silva, aprovada no dia 02 de fevereiro de 2016 pela Banca Examinadora compesia pelos seguinies
professones:

Dr.? Idjane Santana de Oliveira
Micleo de Enfermagem — CAVIUFPE

Dr.? Vitorina Nerivania Covello Rehn
Miclen de Enfermagem — CAVIUFPE

Dr. Cristiano Aparecido Chagas
Miicleo de Biologicas — CAVILIFPE

Aukora

Danielle Feijo de Moura

Programa de Pds-Graduacio em Saode Humana e Melo Amblente — PPGESHMA
Rus do Alto do Reservatono, S/M — Bela Vista — S5608-650 — Wiarla de Sanio Antdo — PE | FoneFax [81)2126-7350

Pagina eletnnicar www.Lfpe. brippgshma - E-mal: ppgshmagbgmall.com



“‘Deem gracas em todas as circunstancias,
pois esta é a vontade de Deus para vocés”

1 Tessalonicenses 5:18



AGRADECIMENTOS

A Deus por esta sempre cuidando e me dando forgas para seguir, e por todas
as béncdaos alcancada durante este trabalho, obrigada por ter me dado a chance de
viver e aprender cada vez mais.

A familia, minha mae Edijane, irma Dayane, Avé Carminha e esposo Clebson,
que sempre estiveram presentes, nos momentos mais importantes, com carinho,
amor e incentivo.

Aos meus professores orientadores, René Duarte e Alexandre Gomes que
exerceram um inestimavel zelo pelo meu desenvolvimento pessoal e profissional.

A minha professora e amiga Vitorina Rehn, pelo carinho, paciéncia, dedicada
em toda minha formac&o académica e por me ajudar sempre que eu precisei, com
palavras de incentivo para o meu crescimento profissional e pessoal.

A Professora Idjane Oliveira por sua amizade, carinho, passando 0 seu
conhecimento que foram de fundamental importancia para a realizacdo desse
trabalho.

A professora Maria Carolina Accioly pela amizade e colaboragao
indispensavel na realizagdo deste trabalho.

A professora Marcia Vanusa pela valiosa ajuda nas coletas e por ter me
acolhido no laboratério, com seu valioso conhecimento.

A professora Ivone Souza e todos seus alunos pela atencdo, confianca e
contribui¢gdes no estudo.

A professora Noémia Pereira pelo apoio e colaboragcdo para realizacédo do
estudo.

Ao Professor Cristiano Chagas pelo apoio e valiosa contribuicdo no
desenvolvimento deste trabalho.

Ao professor Francisco Amanajas, pela inestimavel contribuicdo no estudo
histopatoldgico.

Ao professor Sérgio Freitas, por sua valiosa contribuicdo em minha vida

académica, sempre disponivel e atencioso.



Ao Veterinario Vinicius Vasconcelos, pela manutencdo do biotério, e todo
apoio, disponibilidade e confianca.

Ao técnico Renato pela amizade, atencéo e ajudas nos experimentos direta e
indiretamente.

Aos amigos, companheiros do mestrado e bancada Sarana Pereira e Diego
Leandro, pelo carinho, dedicacédo e apoio, que nossa amizade engradeca cada vez
mais.

Aos amigos e companheiros de laboratérios por onde passei Talita Giselly,
Tamires Rocha, Marllyn Marques, Barbara Ramos e Meykson Alexandre pela ajuda
nos experimentos e pelos momentos de descontracéo, vocés foram de fundamental
Importancia para a concretizagao desse trabalho.

A todos os estudantes que constituem a equipe do Laboratério de
Parasitologia, principais responsaveis pelo ambiente acolhedor e fraterno.

Ao Corpo docente e discente do Mestrado em Saude Humana e Meio
Ambiente da UFPE- CAV, pelos ensinamentos ao logo do curso.

A secretaria do Programa de Pods-graduacdo em Saude Humana e Meio
Ambiente da UFPE-CAYV, pela paciéncia e ajuda.

A FACEPE pelo apoio financeiro durante toda a pesquisa.

Aos camundongos que doaram e doam as suas vidas para que nos,
possamos caminhar em direcdo ao progresso.

Termino agradecendo a todos o0s amigos companheiros que direta ou
indiretamente contribuiram para a conclusdo de mais uma etapa da minha vida.

Meu muito obrigada!



SUMARIO

1.1 Introducéo

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

1.2.2. Objetivos Especificos

1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Plantas Medicinais Nativas da Flora Brasileira
1.3.2 Familia Apocynaceae

1.3.3 Género Himatanthus

1.3.4 Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL
1.3.4.1 Descricao Botanica

1.3.4.2 Manejo popular de Himatantus drasticus
1.3.4.3 Principio Ativo x Acdo Farmacologica
CAPITULO 2

Avaliacdo da toxicidade e efeitos biologicos do latex extraido de

Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL
2.1 Resumo

2.2 Introducéao

2.3 Material e Métodos

2.5 Resultados

2.6 Discusséo

2.7 Conclusbes

2.8 Referéncias Bibliogréficas
CONCLUSOES

REFERENCIAS

14
16
16
16
17
17
17
18
19
19
21
26

28

28
30
32
38
43
45
46
50
51



Capitulo 1
Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4
Figura 5
Capitulo 2
Figura 1

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo geogréfica de Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL 23
Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL (A) e casca do caule (B) 24
Folha (A), Flores (B) e Fruto (C) de Himatanthus drasticus (Mart.) 24
PLUMEL

Sementes de Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL....................... 25

Latex e garrafada do latex Janaguba............cccccvviiiiiiiiiiiiiiies 25

Curva padréo do Acido Galico e Trolox comparadas com o latex de 42

H. drasticus.



Capitulo 2
Tabela 1

Tabela 2
Tabela 3
Tabela 4
Tabela 5
Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Classes de metabdlitos secundarios presentes no latéx de Himatanthus 38

drasticus.
Resultado da analise de células para o teste de micronucleo. .................... 39
Resultados da andlise de células para o ensaio cometa..............ccoeeeeeeieicnnnns 39

Ensaio citotéxico do latex de H. drasticus em células neoplasicas humana ... 40
Concentracao inibitéria minima do latex de H. drasticus ...........cccccvvvvvvevveennnn. 41

Atividade antioxidante do latex de H. drastiCuS...........coovveeeeierieeieieeeieeeeeeeennns 42



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA Analise de Variancia

ATCC American Type Culture collection

CLsI Clinical and Laboratory Standards Institute

DMSO Dimetil-Sulfoxido

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

e.g. Exempli gratia

HdLP Fracdo Proteica do Latex de Himatanthus drasticus
IPA Instituto Agronémico de Pernambuco

Kg Quilograma

LIKA Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami.

MHA Agar Mueller-Hinton

MIC Concentracao Inibitoria Minima

Ml Miligrama

pL Microlitros

MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina

MTT sal de tetrazolio

NRU Neutral Red Uptake

OECD Organisation for Economic Co-operation and Development
TLC Thin Layer Chromatography

TTC 2, 3, 5 cloreto de trifeniltetrazélio

PBS Solugdo Salina com Tampé&o Fosfatos



RESUMO

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel é uma espécie arbérea que pode chegar a sete metros
de altura. Mais conhecida como janaguba € encontrada em areas de cerrado, caatinga,
campos rupestres e floresta tropical. Os usuarios afirmam que a planta serve para o
tratamento de tumores, hemorroidas, infecgBes do trato respiratorio, aparelho digestivo e
trato urogenital. Também relatam agéo analgésica e antialérgica. Considerando as poucas
publicagbes cientificas sobre os efeitos farmacologicos da janaguba, o presente estudo
avaliou os efeitos bioldgicos do latex em varios modelos experimentais. O latex dissolvido
em &gua e liofilizado foi submetido a cromatografia em camada delgada, para a
determinacdo das classes de metabdlitos secundarios, e empregado diretamente em
ensaios de toxicidade aguda por gavagem (diretriz 425 da Organizacéo para a Cooperagao
e Desenvolvimento Econdmico), citotoxicidade (sarcoma 180 e carcinoma de Erlich),
tripanocida (frente a cultura de epimastigotas de Trypanosoma cruzi), antibacteriano
(microdiluicio em caldo), antioxidante (método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil), atividade
antioxidante total e dosagem de fendis, atividade genotdxica (ensaio cometa) e mutagénica
(teste do micronucleo). A cromatografia revelou a presenca das seguintes classes:
esteroides, saponinas, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, além de e acucares
redutores. Nao houve efeito toxico e citotoxico nem dano histopatolégico (figado, baco,
coracdo, rim, pulmao). O latex ndo teve acao tripanocida. O método de microdiluicdo em
caldo revelou um efeito inibitério nas concentracdes de 3,13 e 1,56 para Acinetobacter
baumannii ATCC 19606 e Escherichia coli ATCC 25922 respectivamente. O latex ndo teve
atividade antioxidante significativa possivelmente devido ao valor reduzido dos compostos
fendlicos (24,52 + 0,21 pg EAG/mg). O teste de micronlicleo mostrou que o latex da
janaguba ndo € mutagénico, mas pelo teste de cometa é considerado genotdxico. Esses
resultados sugerem que o latex de H. drasticus possui seguranca para uso agudo e
potencial farmacoldgico antibacteriano.

Palavras-chave: Janaguba. Fitoterapia. Apocynaceae. Perfil Fitoquimico



ABSTRACT

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel is an arboreal species which can reach seven meters
tall. More commonly known as janaguba is encountered in areas of cerrado, caatinga, rock
fields and rainforest. The users claim that the plant serves for the treatment of tumors,
hemorrhoids, respiratory tract infection, digestive and urogenital tract. They also report
analgesic and antiallergic action. Considering the few scientific publications on the
pharmacological effects of janaguba, the present study evaluated the biological effects of
latex in various experimental models. The latex dissolved in water and lyophilized was
subjected to thin layer chromatography, for the determination of classes of secondary
metabolites, and directly employed in acute toxicity tests by gavage (guideline 425 of the
Organization for Economic Cooperation and Development), cytotoxicity (sarcoma 180 and
Ehrlich carcinoma), trypanocidal (front culture Trypanosoma cruzi), antibacterial
(microdilution), antioxidant (using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), total antioxidant activity and
dosing phenols, genotoxic activity (comet assay) and mutagenic (micronucleus test). The
chromatography revealed the presence of the following classes: steroids, saponins,
monoterpenes, sesquiterpenes, triterpenes, and addition of reducing sugars. There was no
toxic or cytotoxic effect and histopathologic injury (liver, spleen, heart, kidney, and lung). The
latex had no trypanocidal action. The microdilution broth method has revealed an inhibitory
effect at concentrations of 3.13 and 1.56 for Acinetobacter baumannii ATCC 19606 and
Escherichia coli ATCC 25922 respectively. The latex had no significant antioxidant activity
possibly due to the reduced amount of phenolic compounds (24.52 + 0.21 ug EAG / mg). The
micronucleus test showed that the latex janaguba is not mutagenic, but the comet test is
considered genotoxic. These results suggest that the latex H. drasticus has security for acute

use and antibacterial pharmacological potential.

Keywords: janaguba. Phytotherapy. Apocynaceae. profile Phytochemical
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CAPITULO 1

1.1 Introducéo

As plantas constituem uma fonte de compostos quimicos ativos que podem
ser utilizados no tratamento de diversas doencas (ROCHA e ROCHA , 2006). Entre
as espécies botanicas, destacam-se as nativas do Brasil. A flora brasileira é
abundante ndo s6é em termos de biodiversidade mais também em compostos
bioativos com potencial terapéutico. Entretanto, esse conhecimento ainda se difunde
oralmente entre comunidades com baixo poder aquisitivo. A maioria desses
principios ativos, inclusive oriundos de plantas laticiferas, utlizados para o
tratamento de doencas, ainda ndo foram confirmados cientificamente
(CONSERVATION INTERNATIONAL, 2010).

O latex geralmente apresenta uma coloracdo branca de aspecto leitoso que é
utilizado pela planta como mecanismo de defesa. Est4d presente em
aproximadamente 12.500 espécies, distribuidas em 22 familias. A familia
Apocynaceae detém o maior numero de plantas laticiferas que contribuem com
compostos terapéuticos (LORENZI e MATOS, 2002).

Entre as plantas nativas brasileiras pertencentes a essa familia estd a
Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL, espécie arbérea, que pode atingir até sete
metros de altura, com folhagem densa nas extremidades dos ramos (PLUMEL,
1991; SOUSA, 2009; LUCETTI et al., 2010).

Essa arvore esta distribuida entre os estados do Rio Grande do Norte, Piaui,
Amazobnia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Maranhdo, Para, Roraima,
Minas Gerais, Bahia e no Ceard, onde a planta é encontrada com frequéncia na
Chapada do Araripe e € conhecida popularmente por janaguba (SPINA, 2004).

Nesse estado predomina o uso anti-inflamatorio (KAPLAN, 1967).
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Embora a literatura cientifica seja escassa sobre a natureza fitoquimica de H.
drasticus, alguns pesquisadores atestaram, na casca, a presenca de triterpenos,
moléculas com propriedades anti-inflamatodria, bactericida, fungicida, antiviral,
analgésica, antialérgica e anticarcinogénica (PATOCKA, 2003), alcaloides e taninos,
gue podem ser potencialmente ativos, cumarinas com potencial antimicrobiano, anti-
inflamatoério, antiviral e antioxidante, e saponinas, com acdo antifangica e

hipocolesterolemiante (LUZ et al., 2014).

O extrato das folhas, constituido por proantocianidinas,
leucoantocianidinas, terpenos e, em maior concentracao os flavonoides quercetina e
rutina, promoveu uma significativa inibicdo do carcinoma de Ehrlich em
camundongos (SOUSA, 2009). Estudo anterior atribuiu aos flavonoides a atividade
antitumoral (YANG et al., 2001).

Do latex foram isolados terpenos com acéo gastroprotetora (antiulcerogénica)
(COLARES et al., 2008) e com atividade antitumoral (SOUSA, 2009).

Embora a casca, as folhas e o latex tenham indicacdo de uso, apenas o latex
tem ampla distribuicdo no Brasil sendo comercializado na forma de garrafada
(MODESTO, 1997) para tratar e prevenir diferentes doencas inflamatorias, tumores,
verminose, gastrite e artrite (KAPLAN, 1967; AMARO et al., 2006; LUZ et al., 2014).

O “leite da janaguba” é comercializado no estado do Ceara e em outros
estados da federacdo desde 1997 (MODESTO, 1997), mas faltam estudos
cientificos que esclarecam seu perfil fitoq

uimico, toxicidade aguda, citotoxicidade, efeito tripanocida, antimicrobiano,
atividade antioxidante, atividade genotdxica e mutagénica. O presente estudo

verificou a toxicidade e os efeitos biolégicos do latex em modelos experimentais.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do latex extraido de Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL,

em modelos experimentais diversos.

1.2.2. Objetivos especificos

e Verificar a “in vivo” toxicidade do latex de Himatanthus drasticus (Mart.)
PLUMEL .

e Analisar citotoxidade contra células tumorais “in vitro” do latex de Himatanthus
drasticus (Mart.) PLUMEL.

e Avaliar os efeitos tripanocida frente a cultura do Trypanosoma cruzi “in vitro”
do latex de Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL.

e Analisar a atividade antimicrobiana “in vitro” do latex de Himatanthus drasticus
(Mart.) PLUMEL.

e Avaliar a capacidade antioxidante “in vitro” do latex de Himatanthus drasticus
(Mart.) PLUMEL.

e Verificar a genotoxicidade e mutagenicidade “in vitro” do latex de Himatanthus
drasticus (Mart.) PLUMEL.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Plantas Medicinais Nativas da Flora Brasileira

O Brasil é considerado o territorio com maior diversidade de substancias
bioativas provenientes de espécies endémicas. No que diz respeito a dimenséo da
diversidade bioldgica, esta, € fortemente significativa, tanto em relacdo ao numero
de espécies que compdem os ecossistemas (CONSERVATION INTERNATIONAL,
2010), quanto as reais potencialidades genéticas (BRASIL, 1998).

Considerando a diversidade biologica dos vegetais, a floresta amazénica
possui 0 maior acervo de plantas medicinais. As ervas medicinais séo utilizadas para
a producdo de farmacos, poucos efeitos colaterais e custo inferior quando

comparados com os medicamentos sintéticos (FUZER; SOUZA, 2003).

A industria farmacéutica brasileira tem investido em pesquisas com a
finalidade de descobrir novas moléculas com atividade terapéutica que sé&o
patenteadas e utilizadas na producdo de novas geracbes de medicamentos
(GUERRA; NODARI, 2003).

Nogueira e colaboradores (2010) consideram essa a¢do da industria
farmacéutica insipiente uma vez que cerca de 85% das espécies botanicas ainda
nao foram cientificamente investigadas, e a organizacdo ndo governamental
Conservation International (2010) ainda alerta para o manejo incorreto das plantas

que contribui sobremaneira para a sua extingéao.

1.3.2 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae é composta por cerca de 200 géneros e 2000 mil

espécies distribuidas em areas tropicais e subtropicais (JOLY, 2002).
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Esta familia € formada por arvores, arbustos, ervas ou lianas (trepadeiras)
latescentes (JUDD et al., 1999). As tipificacbes de frutos presentes nesta familia
sao: foliculo, drupa, capsula, porém o foliculo € considerado o mais presente, as
sementes podem ser ou ndo comosas e também aladas ou ariladas (BARROSO et
al., 1999; ENDRESS; BRUNYS, 2000; SIMOES: KINOSHITA, 2002).

Os fruticulos pertencentes a familia Apocynaceae podem ser ocasionalmente
solitarios por causa do aborto de um dos ovarios, mas, normalmente sdo gémeos
(TORRES e GALETTO, 1999; SIMOES e KISHONITA, 2002).

Os componentes quimicos presentes na familia s&o: glicosideos
cianogenéticos e cardioativos, taninos, saponinas, &cidos fendlicos, ciclitois,

triterpendides e cumarinas (EVANS, 2002).

Na familia Apocynaceae, ha a presenca de tecidos laticiferos néo articulados,
ramificados ou ndo ramificados. A maioria produz latex, que contém diversos tipos
de alcaloides, estes por sua vez, estdo associados com a defesa da planta contra
organismos herbivoros (VICENTINI e OLIVEIRA, 2002) e, nas espécies do género
Himatanthus, apresentam atividade medicinal (SPINA, 2004).

1.3.3 Género Himatanthus

No final da década de 30, Woodson (1938), asseverou a ideia de autoria do

pesquisador Willdenow, que predizia a divisdo dos géneros Himatanthus e Plumeria.

Woodson (1938) reclassificou por sinonimia 13 espécies, anteriormente
descritas pelo pesquisador Mueller, sendo elas: Himatanthus articulatus (Vahl)
Woodson, Himatanthus attenuatus (Benth) Woodson, Himatanthus bracteatus (A.
DC.) Woodson, Himatanthus drasticus ( Mart.) Plumel, Himatanthus fallax (Mull, Arg.)
Plumel, Himatanthus lancifolius (Mull, Arg.) Woodson, Himatanthus Obovatus (Mull,
Arg.) Woodson, Himatanthus phagedaenicus (Mart.)) Woodson, Himatanthus

semilunatus Markgr., Himatanthus speciosus ( Mull. Arg.) Plumel, Himatanthus
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stenophyllus Plumel, Himatanthus sucuuba ( Spruce) Woodson e Himatanthus
tarapotensis ( K. Schum.) Plumel.

Plumel (1991), ao analisar as espécies e os dados bibliograficos, confirmou a
separacdo dos géneros mencionados e adicionou dois subgéneros ao género
Himathantus: Obovatae e Lanceolatae, com base na morfologia das folhas. Essa
proposta nao foi aceita pelos pesquisadores. Spina (2004) esclarece a recusa
afirmando que os subgrupos ndo sdo monofiléticos e na pouca consisténcia dos

caracteres morfolégicos selecionados por Plumel.

A Ultima revisdo para o género reconheceu apenas nove espécies de
Himathantus: Himatanthus articulatus (Vahl) Woodson, Himatanthus attenuatus
(Benth) Woodson, Himatanthus bracteatus (A. DC.) Woodson, Himatanthus drasticus
(Mart.) Plumel, Himatanthus revolutus (Huber) Spina & Kinoshita, Himatanthus
Obovatus (Mull, Arg.) Woodson, Himatanthus phagedaenicus (Mart.) Woodson,
Himatanthus semilunatus Markgr., e Himatanthus tarapotensis (Schum. ex Markgr.)
Plumel (SPINA 2004).

O género é encontrado na zona neotropical até o tropico de Capricornio
(SPINA, 2004). A maior parte das espécies de Himatanthus esta presente na regiao
da Amazénia. As espécies que habitam no cerrado e caatinga (savanas neotropicais
— PINHEIRO, 2010), campo rupestre e mata atlantica e séo restritas ao Brasil sdo:
Himatanthus bracteatus e Himatanthus drasticus (FIGURA 1) (SPINA, 2004).

1.3.4 Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL

1.3.4.1 Descrigcdo Botanica

A Himathantus drasticus (FIGURA 2A) consiste em uma espécie arborea, que
pode atingir cerca de sete metros de altura e desenvolve folhagem densa na
extremidade dos ramos. A casca tem um aspecto rugoso (FIGURA 2B) e libera
espontaneamente um latex de coloracéo branca (PLUMEL, 1991; MODESTO, 1997,
LORENZI e MATQOS, 2002).
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As folhas (FIGURA 3A) séo curtas, pecioladas e coriaceas. As flores (FIGURA
3B) sdo pequenas, brancas e odoriferas, com os lobos mais compridos do que o
tubo da corola (proporcdo de 4:3), possuem dois apéndices apicais longos e
foliculos pequenos, a cabeca do estilete € obcodnico e faltam ornamentos e tricomas
(SPINA, 2004).

A H. drasticus apresenta um fruto (FIGURA 3C) do tipo foliculo, cilindrico,
levemente arqueado, com formato de chifre, polispérmico. O fruto € constituido por
42 sementes em média. E seco, deiscente, aberto por uma fenda Unica localizada na
sutura ventral ao longo da linha de ligacdo dos bordos do carpelo, revelando a
deiscéncia septicida (BARROSO et al., 1999).

A floracdo ocorre do inicio de novembro até o final de maio e a frutificacédo de
fevereiro a outubro (MORANGAS, 2006).

As sementes sdo pequenas e aladas (FIGURA 4) com 3,3 - 5,0 cm de
comprimento por 2,5 - 4,7 cm de largura. Essas estruturas geralmente estao
associadas com anemocoria, favorecendo a dispersao (BARROSO et al., 1997).

O tipo de germinacéo é faneroepigea cotiledonar, havendo emisséo da raiz a
partir do quinto dia de semeadura, levando entdo, ao rompimento tegumentar na
base do dorso da semente, o que resulta na exposi¢cao do hipocaétilo. O hipocoétilo
caracteriza-se por sua forma cilindrica, glabro, verde intenso, longo, curvado,
constituindo um joelho na parte inicial da emergéncia da plantula, se torna ereto e

realiza o erguimento dos cotilédones (AMARO et al., 2006).

A raiz dessa planta é de pigmentagdo branca, cilindrica e sua base é
pontiaguda, com o decorrer do desenvolvimento, a raiz vai demonstrando uma
camada de pelos simples, finos, brancos translicidos que se entrelacam e tornam-

se consideravelmente densos (AMARO et al., 2006).

As primeiras raizes secundarias originam-se abaixo do coleto. O coleto possui

como caracteristica um maior didmetro em relagcdo ao hipocétilo além do mais é
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delimitado pela camada peliacida densa. A constituicio dessa planta também
apresenta coifa fina, branco gelo, glabra e com base pontiaguda (AMARO et al.,
2006).

1.3.4.2 Manejo popular de Himatantus drasticus

E conhecida como tiborna, raivosa e jasmim-manga em Minas Gerais e na
Bahia, janaguba no Rio Grande do Norte e Ceara, sucuuba na Amazonia, pau-de-
leite no Piaui (PLUMEL, 1991) e janauba vermelha no Maranhdo (LINHARES e
PINHEIRO, 2011).

Nas comunidades maranhenses o latex de H. drasticus € utilizado para fins
terapéuticos na medicina humana (e.g. inflamacfes uterinas, gastrite, anemia,
cancer) e na alimentacado como fortificante (LINHARES e PINHEIRO, 2011). A casca
€ utilizada na medicina veterinaria para o controle de verminoses em caprinos (LUZ
et al., 2014). Na Chapada do Araripe, estado do Ceara, o latex é utilizado para

combater o cancer, verminoses, gastrites e artrites (AMARO et al., 2006).

A literatura cientifica apresenta pequenas variagbes quanto a coleta e
beneficiamento do latex (FIGURA 5A). No Maranh&o apés o corte da casca o latex é
coletado usando uma esponja embebida em agua, na sequéncia a esponja é
comprimida em um recipiente com agua. Apo6s a decantacdo do latex, a fracao
superior € descartada e o decantado € filtrado utilizando tecido de algodéao e
envazado para comercializagéo (LINHARES; PINHEIRO, 2011).

Em outras regides do Nordeste brasileiro o “leite” da janaguba vem sendo
comercializado na forma de garrafadas (FIGURA 5B) que podem ser preparadas: (1)
diluindo o latex em &gua na propor¢cdo de 1:10. A mistura € armazenada em
recipientes de vidro (MODESTO, 1997), (2) diluindo na proporcdo de 1:4 em agua.
Na sequéncia uma colher de sopa dessa mistura devera ser adicionada a um copo
com agua. O doente podera ingerir no maximo dois copos ao dia (SOUSA, 2009) e
(3) removendo 10 x 30 cm da casca do tronco, seguido da coleta do latex em colher

(BALDAUF e SANTOS, 2013) contendo &gua. Posteriormente essa mistura sera
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diluida em um litro de agua. Apos a sedimentacao do latex surgira um sobrenadante
roseo. Essa mistura devera ser mantida resfriada (FONSECA, 2011). Comparando
0s métodos de coleta do latex, Linhares e Pinheiro (2011) concluem que o método

da colher diminui as chances de contaminacdo com microrganismos.

Linhares e Pinheiro (2011), considerando as condicbes maranhenses,
também observaram que as plantas mais altas geram mais latex e a producéo
aumenta no periodo chuvoso, embora a melhor qualidade ocorra no periodo de

estiagem.

A comercializacdo do latex representa uma importante fonte de renda para
parte da populacao rural de Alcantara, no Maranhao, mas a extragéo desordenada e
a falta de méo de obra especializada tem reduzido o niumero de espécimes em fase
de producdo (LINHARES e PINHEIRO, 2011). Observando o manejo popular da
planta na regido da Chapada do Araripe, Baldauf e Santos (2013) concluiram que a
extracdo demasiada do latex pode comprometer o desenvolvimento e/ou

sobrevivéncia da planta e ainda interferir na qualidade dos principios ativos.

Outra questdo importante € o mau uso do latex, que é toxico quando ingerido
em grandes quantidades (Menezes, 1949), e o risco de consumir o “leite” da
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) comercializado no lugar do latex da
janaguba (MENEZES, 1949; LORENZI; MATOS, 2008). O “leite” da mangabeira &
utilizado no tratamento da tuberculose (LORENZI; MATOS, 2008; SANTOS et al.,
2013).

Outras partes da planta também tem efeito terapéutico. A casca, na forma de
infusdo, age sobre as patologias supracitadas e hemorroidas exceto no combate as
verminoses. As compressas de folhas frescas servem para o tratamento do herpes,
impinges e verrugas. A infusdo das folhas é utilizada nas inflamacdes da uretra e do
Utero (KAPLAN, 1967).



Figura 1. Distribuicdo geografica de Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL

Fonte: Spina, 2004.
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Figura 2. Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL (A) e casca do caule (B).

Fonte: Chapada do Araripe (SOUZA, 2009).

Figura 3. Folha (A), Flores (B) e Fruto (C) de Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL

Fonte: Chapada do Araripe (SOUZA, 2009).
https://www.flickr.com/photos/costapppr/5564676806
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Figura 4. Sementes de Himatanthus drasticus (Mart.) PLUMEL

Fonte: Chapada do Araripe (SOUZA, 2009).

Figura 5. Latex e garrafada do latex Janaguba

Fonte: http://tenhaumavidalongaesaudavel.blogspot.com.br/2014/05/leite-de-

janaguba-planta-que-tem_27.htmL


http://tenhaumavidalongaesaudavel.blogspot.com.br/2014/05/leite-de-janaguba-planta-que-tem_27.html
http://tenhaumavidalongaesaudavel.blogspot.com.br/2014/05/leite-de-janaguba-planta-que-tem_27.html

26

1.3.4.3 Principio Ativo x Agcdo Farmacologica dos metabolitos secundarios de
H. drasticus

Estudos quimicos realizados com o latex de H. drasticus revelaram a
presenca do triterpenos (metabolitos secundéarios nédo - esteroidais, resultantes da
juncdo de duas moléculas de C15). Sob o ponto de vista farmacoldgico existe um
crescente interesse nesse composto, pois apresenta atividade anti-inflamatoria,
bactericida, fungicida, antiviral, analgésica, antialérgica e anticarcinogénica
(PATOCKA, 2003).

Leite e colaboradores (2009) testaram o latex e comprovaram o efeito
gastroprotetor no modelo de ulceras induzidas por etanol em animais. Lucetti e
colaboradores (2010) fizeram a purificacdo do latex do qual isolaram o composto
acetato de lupeol que, nos em ensaios in vivo, se mostrou eficiente no controle de
processos inflamatérios. Entretanto esse composto foi ineficiente no combate aos

radicais livres.

Sousa e Colaboradores (2010) submeteram as folhas a extracdo alcodlica
(metanol) e secagem a vacuo. O extrato bruto foi administrado durante sete dias nas
concentracbes de 200, 300 e 400 mg/kg de camundongo com sarcoma 180. Em
todas as doses houve significativa reducédo do sarcoma. O desempenho da janaguba
ainda foi superior ao da ciclofosfamida, droga sintética utilizada nos protocolos de

guimioterapia.

Mousinho e colaboradores (2011), dialisaram o latex e obtiveram a proteina
HdLP que foi testada in vivo frente ao sarcoma 180 e carcinosarcoma 256. Em todos
0s experimentos os pesquisadores observaram que a proteina potencializou a acdo

do sistema imune, induzindo a formacdo de um namero maior de anticorpos.

Lima (2011) atestou a atividade anti-helmintica em pequenos ruminantes
utilizando o extrato hidroalcodlico, onde foi observada a redugéo de ovos e larvas de

nematoides gastrintestinais em ovinos.
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No estudo de Marques (2012) foi demostrada a atividade gastroprotetora de
uma fragdo proteica do latex, reduzindo significativamente as lesdes gastricas

causadas pela ingestéo de etanol.

No trabalho de Matos (2013) ficaram evidentes os efeitos antinociceptivo e
anti-inflamatério do latex, administrados em diferentes modelos de inflamacéo, e a
auséncia de toxicidade. Carmo (2015) também registrou o efeito antinociceptivo e
anti-inflamatério, mas proveniente de uma fracdo proteica testada no modelo de

artrite induzida por zymosan em camundongos.
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Resumo

Relevancia Etnofarmacoldgico: O Himatanthus drasticus € uma planta arbérea
gue pode chegar a sete metros de altura, popularmente conhecido como janaguba,
geralmente encontrada em areas de cerrado, campos rupestres, caatinga e floresta
tropical. E utilizada na medicina popular com a atividade antineoplasica, infecgdes
do trato respiratorio, do aparelho digestivo, do trato urogenital e hemorroidas,
analgésica e antialérgica. No entanto séo raras as publicacfes cientificas sobre seus

efeitos farmacologicos.

Objetivo do estudo: Este estudo teve como objetivo avaliar a seguranca e 0s

efeitos bioldgicos do latex extraido H. drasticus em varios modelos experimentais.
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Materiais e Métodos: O latex foi extraido de espécimes H. drasticus, removendo
uma pequena area da casca (5x30cm). O latex dissolvido em &gua e liofilizado foi
submetido a cromatografia em camada delgada, para determinar as classes de
metabolitos secundarios, e sujeitado a testes de seguranca (toxicidade aguda pela
diretriz 425 da Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico,
genotoxicidade pelo ensaio cometa e mutagenicidade pelo micronucleo) e testes de
atividade bioldgica (citotoxicidade frente ao sarcoma 180 e o carcinoma de Erlich,
efeito antimicrobiano por microdiluicdo em caldo e cultura de epimastigota de
Trypanosoma cruzi e antioxidante (método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil), atividade
antioxidante total e dosagem de fenéis (método Folin-Ciocalteu).

RESULTADOS: A cromatografia revelou a presenca de esteroides, saponinas,
monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, além de aclcares redutores. A auséncia
de efeito toxico de H. drasticus foi confirmado pela histopatologia. O latex também
nao teve efeito mutagénico, porém apresentou genotoxicidade. A utilizacdo da
concentragcdo maxima do latex (200ug/mL) inibiu o sarcoma 180 em 46,21% e o
carcinoma de Erlich em 41,79%. A microdiluicdo do latex em caldo inibiu todas as
espécies bacterianas testadas, sendo as concentracdes inibitérias minimas de 3,13
e 1,56 eficientes frente Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e Escherichia coli
ATCC 25922 respectivamente. O latex (100 - 0,19ug / mL) ndo apresentou atividade
tripanocida. A atividade antioxidante do latex foi insatisfatéria sendo necesséria uma

maior concentracdo (1000 pg / mL) para reduzir 90,25% de radicais livres.

CONCLUSAOQO: O latex de H. drasticus tem seguranca para uso agudo e potencial

farmacoldgico antibacteriano.

Palavras-chave: janaguba, fitoterapia, Himatanthus drasticus, Apocynaceae,
atividades biologicas.
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1 Introducéo

No Brasil, o0 uso de plantas medicinais desempenha um papel importante nos
cuidados da saude primaria, principalmente nas comunidades sem acesso aos
medicamentos. De acordo com os dados do Ministério da Saude (2015), as plantas
sdo consideradas como fontes de compostos biologicamente ativos, utilizados por
cerca de 80% da populacdo do mundo, tanto in natura, como na forma de chas e na
fabricacdo de medicamentos fitoterdpicos (Horn e Vargas, 2008). No entanto, na
maioria dos casos ndo ha nenhuma comprovacdo cientifica da eficdcia do

tratamento e dos possiveis efeitos adversos das plantas (Silveira e Sa et al., 2003).

A relevancia histérica das propriedades medicinais do género Himatanthus,
familia Apocynaceae, pode ser verificada pela citagdo de H. lancifolius na primeira
Farmacopeia Brasileira (Silva, 1929) seguida da espécie H. sucuuba, citada por
diferentes comunidades localizadas na regido amazénica, no Peru e na Colémbia
(Perdue e Blomster, 1978).

No Brasil, essas espécies eram obtidas diretamente das florestas tropicais e
utilizadas por comunidades carentes. Em 2007, Amaral e colaboradores relataram a
eficacia da espécie H. sucuuba por pacientes com tumores em diferentes fases de
evolucdo, usando ou nao quimioterapia convencional, inclusive nos casos de cancer
terminal. Essa propriedade antitumoral do género Himatanthus é antiga na medicina
popular sul-americana envolvendo as espécies H. sucuuba (Perdue e Blomster,
1978; Graham et al., 2000; Wood et al., 2001; Le&do et al., 2007), H. obovatus
(Mesquita et al., 2005), H. bracteatus, H. articulatus (Agra et al., 2007) e H. drasticus
(Amaro et al., 2006).

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel € uma arvore de porte médio que cresce
em terra firme na América do Sul. E popularmente conhecida como janaguba,
tiboma, jasmim-manga, raivosa, joanaguba pau-de-leite, e sucuuba (Plumel, 1991).
Sua casca e latex sdo antinflamatorias e estimuladoras do sistema imunolégico, mas
preferencialmente séo utilizadas para o tratamento do cancer (Colares et al., 2008;
Mousinho et al., 2011).



31

O extrato das folhas, constituido por proantocianidinas, leucoantocianidinas,
terpenos e, em maior concentracdo os flavonoides quercetina e rutina, promoveu
uma significativa inibicdo do carcinoma de Ehrlich em camundongos (SOUSA,
2009). Estudo anterior atribuiu atividade antitumoral aos flavonoides (YANG et al.,
2001).

Embora a literatura cientifica seja escassa sobre a natureza fitoquimica de H.
drasticus, alguns pesquisadores atestaram, na casca, a presenca de triterpenos,
moléculas com propriedades anti-inflamatoéria, bactericida, fungicida, antiviral,
analgésica, antialérgica e anticarcinogénica (PATOCKA, 2003), alcaloides e taninos,
gue podem ser potencialmente ativos, cumarinas com potencial antimicrobiano, anti-
inflamatorio, antiviral e antioxidante, e saponinas, com acdo antifingica e

hipocolesterolemiante (LUZ et al., 2014).

Do latex foram isolados terpenos com acao gastroprotetora (antiulcerogénica)
(COLARES et al., 2008) e com atividade antitumoral (SOUSA, 2009).

Embora a casca, as folhas e o latex tenham indicac@o de uso, apenas o latex
tem ampla distribuicAo no Brasil sendo comercializado na forma de garrafada
(MODESTO, 1997) para tratar e prevenir diferentes doencas inflamatorias, tumores,
verminose, gastrite e artrite (KAPLAN, 1967; AMARO et al., 2006; LUZ, 2014).

O “leite da janaguba” é comercializado no estado do Ceara e em outros
estados da federacdo desde 1997 (MODESTO, 1997), mas faltam estudos
cientificos que esclarecam seu perfil fitoquimico, toxicidade aguda, citotoxicidade,
efeito tripanocida, antibacteriano, atividade antioxidante, atividade genotéxica e
mutagénica. O presente estudo verificou a toxicidade e os efeitos bioldgicos do latex

em modelos experimentais.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material botanico

Foi extraido o latex de espécimes de H. drasticus, retirando-se uma pequena
area (5x30cm) de casca do tronco da planta (LUCETTI, 2010). Uma exsicata da
planta foi encaminhada ao Herbario do Instituto Agronédmico de Pernambuco (IPA)

onde recebeu o codigo 92.408.

2.2 Analise fitoquimica

O perfil fitoquimico do latex da planta foi realizado por cromatografia em
camada delgada (TLC) de acordo com Roberts e colaboradores (1957) e Harborne
(1998). Aliguotas de 10uL do latéx foram aplicadas em placas de cromatografia em
gel de silica, usando sistemas de eluicdo e padrbes adequados para investigar a
presenca de flavonoides, derivados cinamicos, fenilpropanoides, triterpenos,
esteroides, saponinas, monoterpenos e sesquiterpenos, alcaloides, curaminas,
quinonas, proantocianidinas e leucoantocianidinas, taninos hidrolisaveis e acgucares

redutores.

2.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos, adultos, procedentes
do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco. Os procedimentos com animais foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
23076.008387/2015-59).

2.4 Toxicidade Aguda
A avaliacao da toxicidade aguda foi realizada de acordo com a diretriz 425 da

Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001). Trés

animais receberam a dose de 2000mg/kg do latex por gavagem e foram observados
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durante uma hora. Nos demais 13 dias foram observados os seguintes parametros:
alimentacao, ingestdo de agua, peso do animal e aspecto e quantidade das fezes.
No ultimo dia os animais foram eutanasiados e necropsiados. Os oOrgaos foram
preservados em solucdo de formaldeido para processamento e analise

histopatologica.

2.5 Atividade genotoxica e mutagénica

Os camundongos foram distribuidos em trés grupos contendo cinco animais.
O grupo teste recebeu uma dose de 2000 mg/kg do latex extraido de H. drasticus
por gavagem. O grupo controle negativo recebeu o veiculo no qual o latex foi
dissolvido (DMSO a 20% em PBS) e o grupo controle positivo recebeu o agente

mutagénico ciclofosfamida por via intraperitoneal.

Quarenta e oito horas apds o tratamento, uma amostra de sangue periférico
de cada animal foi coletada para o teste do micronucleo e para o0 ensaio cometa. A

coleta foi realizada por puncéo retro orbital com auxilio de um capilar de vidro.

O teste do micronucleo seguiu o protocolo descrito por Hayashi e
colaboradores (1990). Cinco microlitros do sangue foram dispensados no centro de
uma lamina de vidro preparada com laranja de acridina. Foram confeccionadas
quatro laminas de cada animal. Com o auxilio do microscopio de fluorescéncia
Zeiss-imager M2 e filtro Alexa-flour- 488nm, 2000 eritrécitos policrométicos foram
analisados quanto a presenca de micronucleos (OCDE, 2009). As médias do total de
micronucleos de cada grupo foram comparadas pelo teste de Wilcoxon

considerando a = 0,05.

O ensaio cometa foi realizado de acordo com Tice e colaboradores (2000).
Uma amostra de 15 pl do sangue coletado de cada animal foi homogeneizada com
100 pl de agarose de baixo ponto de fusdo em um eppendoff. Em seguida, essa
mistura foi colocada em uma lamina previamente revestida com agarose padrao.

Apos a adi¢do da laminula a lamina foi acondicionada na geladeira por 10 min para
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gelidificacdo da agarose. Na sequéncia as laminas foram imersas em uma solucao
de lise (3mL de TRITON X-100 + 20 mL de DMSO + 178 mL de solugao de lise
estoque (890 mL de agua destilada + 146,1g de Nacl + 37,2 de EDTA + 1,2g de
TRIS + 8g de NaOH) por no minimo 1h. Apés a lise, as laminas foram incubadas
por 10 minutos em solucao tampédo (1200 mL de agua destilada + 6 mL de EDTA +
64 mL de NaOH) e submetidas a eletroforese por 20 minutos. Na sequencia foram
neutralizadas (500mL de agua destilada + 24,25g TRIS + Hcl, pH 7,5) por 15
minutos e desidratadas em alcool absoluto por 5 minutos. A coloracéo foi feita com
brometo de etidio (20uL em 950 pL de agua destilada) e as analises foram
realizadas em microscoépio de fluorescéncia Zeiss-imager M2 com o filtro Alexo flour-
512nm.

A andlise dos cometas foi feita visualmente com a determinacéo do indice de
dano (ID) e do fator de dano (FD) de acordo com Collins e colaboradores (2008).
Para a andlise estatistica, os grupos controle negativo e tratado foram comparados
pelo teste de Wilcoxon, considerando significativos os resultados com intervalo

fixado em p < 0,05. O programa R foi usado para as analises.

2.6 Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo método de cultura de
tecidos utilizando linhagens em fase exponencial de crescimento de células
cancerigenas indiferenciadas, Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram mantidas em meio
DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiéticos
(penicilina/estreptomicina) em incubadora (Ultrasafe HF 212 UV) a 37°C com 5% de
CO..

Para os ensaios com latex, 5x10°células/mL foram cultivadas em placas de
microtitulacdo de 96 pocos. Apés 24 horas cada poco recebeu diferentes
concentracfes (200, 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL) do latex misturado no meio DMEM
sem suplementac¢ao e incubados durante 72 h.
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A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada por meio da reducdo com sal
tetrazélio (MTT; 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazélico)) e captacdo com

vermelho neutro (NRU) de acordo com Santos e colaboradores (2005).
2.7 Atividade Antimicrobiana
2.7.1 Concentracgéo inibitoria minima

Para os testes antibacterianos foram preparadas suspengdes na
concentracdo de 1,5 x 10® UFC/mL em salina a 0,9% (turbidez de 0,5 na escala de
McFarland) das cepas de: Acinetobacter baumannii - ATCC 19606, Enterobacter
cloacae - ATCC 13047, Escherichia coli - ATCC 25922, Kocuria rhizophila - ATCC
9341, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) proveniente de feridas,
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 278553, Salmonella - ATCC 14028, Shigella -
ATCC 12022, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pyogenes - cepa

clinica, a partir de uma cultura recente (24h ou 48h).

O ensaio para determinar a Concentracao Inibitoria Minima (MIC) do latex de
H. drasticus foi realizado em triplicata por meio do método de microdiluicdo em caldo
Mueller-Hinton. As placas de 96 pocos contendo 80uL do meio por poco + latex nas
concentracdes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 mg/mL e a suspensao bacteriana
na concentracdo de 1,5 x 10® UFC/mL foram incubadas a 35°C por 24 horas. Os
controles estiveram constituidos por meio + bactéria (negativo) e meio + bactéria +
clorafenicol (positivo). Ao termino da incubagéo, foi adicionada a solucao reveladora
de 2, 3, 5 cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) por duas horas. A diluicdo onde nédo
houver crescimento bacteriano sera considerada como a Concentracdo Inibitoria
Minima (CLSI, 2010).
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2.7.2 Avaliacéo da atividade do latex de H. drasticus contra Trypanosoma cruzi

Para a avaliagdo da atividade tripanocida foram utilizadas as formas
evolutivas epimastigota (10°mL), proveniente de cultura axénica a 26°C, e
tripomastigotas cepa Y (4x10°/mL) provenientes da infeccdo in vitro da linhagem de
células LLC-MK2. Cada placa de microtitulacdo (96 pocos) recebeu uma Unica forma
evolutiva. Foram distribuidos 100uL do parasito por pogco e acrescentou-se o latex
de H. drasticus nas concentracées de 100 a 0,19 pg/mL. Como controles foram
utilizados o benzonidazol (50 pg/mL) e culturas de parasitos sem tratamento.
Concluido o periodo da incubacgdo (26°C), 5 dias para os epimastigotas e 24 horas
para os tripomastigotas, foi avaliada por meio de regressao linear simples (softwere
Prisma 5.0 Graphpad), a concentracdo inibidora de 50% do crescimento dos

parasitas (1Csoo).

2. 8 Atividades Antioxidantes

2.8.1 Sequestro de radicais livres (SRL) pelo método do DPPH

A atividade sequestradora de radical livre do extrato foi medida em termos de
doacdo de hidrogénio usando o radical estavel 2,2-difenill-picrilhidrazil (DPPH)
(BLOIS, 1958).

Foi misturado 250 pL da solucdo de DPPH em 40 pL de diferentes
concentracfes do latex (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63 e 7,81 ug/mL). Apos
25 minutos foi medida a absorbancia a 517nm. Trolox (analogo da vitamina E,
soltvel em agua), Acido Galico e Hidroxitolueno de butila (BHT) foram usados como
compostos de referéncia e o controle foi o DPPH adicionado a 40 pL de DMSO a
20% (solvente utilizado para diluir as amostras). A eliminacdo de radicais de DPPH

foi calculada pela férmula:

(Abs amostra — Abs controle)

Eliminacdo [DPPH] (%) = x 100

Abs controle

Onde: Abs = Absorbancia.
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2.8.2 Atividade Antioxidante Total

O latex foi diluido para concentracdo de 1 mg/mL em DMSO a 20%. 0,1 mL
de cada amostra foi misturado a 1 mL da solucdo de fosfomolibdénio (600 mM de
acido sulftrico, 28 mM de fosfato de so6dio e 4 mM de molibdato de aménio), e
posteriormente incubados em agua a 95°C por 90 minutos. As absorbancias das
amostras foram medidas a 695 nm contra um branco (1 mL de solugcéo e 0,1 mL do
DMSO a 20%) quando atingiram a temperatura ambiente (PRIETRO, et al., 1999). A
atividade antioxidante total foi expressa em relacdo ao &cido ascoérbico, calculada
pela férmula abaixo e comparada com a atividade do BHT e Acido Galico.

ATT (%) = ((::a—‘_";j) x 100

Onde: Ac = Absorbancia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa =

Absorbéancia do acido ascorbico.
2.8.3 Dosagem de Fendis Totais

O conteudo fendlico total foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
segundo Hua-Bin Li e colaboradores (2008) com algumas modificacdes. Diferentes
concentracbes de acido galico foram dissolvidas em metanol. Para cada tubo
amostra foram adicionados 1mL da solu¢édo de Folin diluida de 1:10 (v/v) e 0,2 mL
das amostras diluidas a 1 mg/mL em DMSO a 20 %. Apd6s 3 minutos no escuro, 0,8
mL de carbonato de sdédio a 7,5% foi adicionado e seguido de novo periodo de
incubacédo (120 minutos no escuro a temperatura ambiente). Apos esse periodo as
absorbancias das amostras foram lidas a 765 nm contra um branco (reagentes
adicionados ao DMSO a 20% ao invés da amostra). Uma curva de calibracdo foi
preparada através da representacdo grafica da absorbancia em funcdo da
concentracéao e foi encontrada a equacao linear (y = 0,0121x - 0,032, R2 = 0,9967). A
concentracdo de fenol total na amostra foi determinada a partir da curva de
calibragéo. O teor total de fenol no extrato foi expresso em termos de equivalente de
acido galico (ug EAG / mg de extrato).
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3 RESULTADOS

3.1 Analise fitoquimica

A andlise fitoquimica do latex H. drasticus (Tabela 1) revelou a presenca de
niveis elevados de saponinas, além da presenca de esteroides, monoterpenos,

sesquiterpenos, triterpenos e acucares redutores.

Tabela 1 - Classes de metabdlitos secundarios presentes no latéx H. drasticus.

Classe de metabdlitos secundarios Latex de Himatanthus drasticus

Flavonoides -
Derivados cindmicos -
Fenilpropanoides -

Triterpenos +
Esteroides +
Saponinas +++
Monoterpenos e Sesquiterpenos ++
Alcaloides -
Curaminas -
Quinonas -

Proantocianidinas e -
leucoantocianidinas

Taninos hidrolisaveis -
AcUcares redutores ++

Legenda: (-) ausente; (+) fraco; (++) médio; (+++) forte

3.2 Toxicidade Aguda

Ao final dos 14 dias todos os animais aprestaram ganho de peso durante o

experimento e ndo foi observada nenhuma mudanca comportamental.

Andlises histopatoldgicas para a toxicidade aguda com dose Unica do latex
(2000mg/kg), revelaram no figado focos inflamatorios, no bago hiperplasia da polpa
branca quando comparada a vermelha e nos pulmbes focos hemorragicos
ocasionais. Essas altera¢cdes, quando comparados ao grupo controle negativo, ndo

foram relevantes. Os tecidos dos rins e coragédo se mantiveram preservados.
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3.3 Atividade genotoxica e mutagénica

O teste do microndcleo foi analisado comparando-se a frequéncia de MNs
encontrados apos 48h de exposicdo ao latex na concentragdo de 2000mg/kg em
relacdo ao controle negativo. Na tabela 2 sdo apresentadas as médias e desvios
padrdo da frequéncia de MNs em relacdo aos controles. Considerando que néo
houve diferenca estatistica entre o grupo tratado com H. drasticus e o grupo controle

negativo, o latex nédo é considerado mutagénico pelo teste do micronucleo.

Tabela 2- Resultado da analise de células para o teste de micronucleo.

Amostra HPCMN

Controle negativo 1,0+0,71
Controle positivo 33,4+139
H. drasticus 3,2+2,29

HPCMN: Hemacias policromatica com micronucleo; média + desvio padréo (n=5)

O ensaio cometa foi analisou o indice de dano e a frequéncia de danos
encontrados apos 48h de exposicdo ao latex na concentragcdo de 2000mg/kg em
relacdo ao controle negativo. Na tabela 3 sdo apresentadas as médias e desvios
padréo dos resultados obtidos no teste. Considerando a diferenga significativa entre
0 grupo tratado com H. drasticus e o grupo controle negativo, o latex é considerado

genotoxico pelo teste cometa.

Tabela 3- Resultado da analise de células para o ensaio do cometa.

Amostra ID FD
Controle negativo 53,4 £ 33,53 28,4 £ 15,21
Controle positivo 351,0+£ 31,31 100,00
H. drasticus 129,8 + 33,42 71,2 +6,8

ID: indice de dano; FD: frequéncia de dano; média + desvio padrao (n=5)
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3.4 Citotoxicidade

Nos testes das concentragdes latex de H. drasticus pelo método de cultura de
célula, observou-se que o latex apresentou 46,21% de citotoxicidade sobre as
células de Sarcoma 180 e 41,79% nas células de Ehrlich na concentragdo de 200
pug/mL (tabela 4).

Tabela 4- Ensaio citotoxico do latex de H. drasticus em células neoplésicas humanas.

% de Inibicdo
Concentragéo + SEM

Sarcoma 180 Erlich
12,5 0£0 0
25 0,66 + 0,09 0
50 5,51 +1,53 0,87
100 8,78 + 8,09 9,74
200 46,21 + 14,71 41,79

* concentracdo € expressa em pg/\mL; SEM= standard erro médium.

3.4 Atividade Antimicrobiana

3.4.1 Concentracdo inibitéria minima

Os valores de CMI do latex de H. drasticus frente bactérias Gram negativas e
Gram positivas estado exibidos na Tabela 5. O latex apresentou efeito inibitério em
todas as bactérias testadas, mas os valores de CMI foram menores nas Gram
negativas (Tabela 05).



41

Tabela 5- Concentracéo inibitéria minima do latex extraido de H. drasticus

Bactéria Gram CMmI
Acinetobacter baumannii- ATCC 19606 - 3,13
Enterobacter cloacae- ATCC 13047 - 12,5
Escherichia coli- ATCC 25922 - 1,56
Kocuria rhizophila- ATCC 9341 + 12,5
MRSA feridas + 12,5
Pseudomonas aeruginosa- ATCC 278553 - 12,5
Salmonella- ATCC 14028 - 12,5
Shigella- ATCC 12022 - 12,5
Staphylococcus aureus- ATCC 29213 + 25
Streptococcus pyogenes- Cepa clinica + 12,5

* CIM é expressa em mg/mL,
DMSO: Dimetilsulféxido, CMI: Concentragédo Minima Inibitoria;
ATCC: AMERICAN TYPE CULTURECOLLECTION

3.4.2 Efeito tripanocida

N&o houve efeito tripanocida nas concentragdes testadas (100-0,19ug/mL).

3.5 Atividades Antioxidantes

O gréafico (Figura 1) refere-se a curva padrdo do Acido Galico e Trolox

empregada para o experimento de DPPH comparado com o latex.

Constatou-se que a amostra obteve 90,25 % de atividade antioxidante na
concentracdo de 1000 pg/mL. Todas as amostras apresentaram capacidade de
consumo de DPPH, visto que as absorbéncias ap6s reacdo de DPPH com as
diferentes concentracdes das amostras testadas foram significativamente menores
guando comparadas com as absorbancias obtidas para o controle negativo (DPPH +
DMSO 20%), Porém quando comparados com a atividade do padrdo de Acido

Galico os resultados ndo foram satisfatorios.
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Figura 1- Curva padrdo do Acido Galico e Trolox comparadas com o latex de H. drasticus.
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O resultado da IC50 (Tabela 6), que representa a quantidade de antioxidante

responsavel por reduzir em 50% da concentracao inicial de DPPH, ndo foi promissor

guando comparado aos padrdes estabelecidos.

Tabela 6. Atividade antioxidante do latex H. drasticus.

Amostra DPPH ATT Fenol
(IC50-pG/mL) (% + DP) (ug EAG/mg extrato)
Acido Galico 1,69 3427+274 | -
Trolox 486 | e
BHT 4,37 10,90 £ 0,73 -
H. drasticus 155,79 8,79+ 0,30 24,52 +0,21

BHT: hidroxitolueno de butila; DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazila; ATT: antioxidante total
DP: desvio padrédo (n=3); EAG: equivalentes de acido gélico

A dosagem de fenol confirmou as metodologias de DPPH e ATT uma vez que
atividade antioxidante foi baixa. Esse resultado esté relacionado ao baixo percentual
de fenol na amostra, que é um dos indicativos de atividade antioxidante.



43

4 Discussao

O latex é o nome comum para suspensdes leitosas quimicamente indefinidas
ou emulsdes de particulas num fluido aguoso, geralmente realizada sob pressdo em
células de plantas referidas como laticiferos (Agrawal & Konno 2009). Latéx vegetais
contém varios metabdlitos secundarios e proteinas, muitas vezes em concentracfes

mais elevadas do que nas folhas (Agrawal & Konno 2009; Mithéfer & Boland 2012).

As saponinas estdo presentes em varias familias botanicas (Manoorkar &
Gachande, 2015), apresentam diversas propriedades bioldgicas (Cheok et al., 2014)
e sao encontradas em diferentes partes das plantas (Sparg et al., 2004), inclusive no
latex. O presente estudo revelou uma elevada quantidade de saponinas no latex de
H. drasticus. Carmo e colaboradores (2015) trabalharam com uma fragéo protéica do
latex da mesma espécie botanica contendo saponinas e constataram acao

antinoceptiva e anti-inflamatoria.

O presente estudo também revelou a presenca de terpenos (monoterpenos,
triterpenos e sesquiterpenos) no latex. Esse grupo de moléculas ja havia sido
relatado no latex de outras espécies do género Himatanthus (Reboucas et al., 2011;
Ramos et al., 2015). Sousa (2009) encontrou os triterpenos (- sitosterol e B- amirina
em H. drasticus por meio de cromatografia de camada delgada. O [3- sitosterol tem
acdo moduladora do sistema imune, previne 0 cancer e tem atividade tripanocida,
entre outras (Saeidnia et al., 2014). Lucetti e colaboradores (2010) isolaram do latex
de H. drasticus o triterpeno pentaciclico acetato de lupeol e atestaram um efeito anti-

inflamato6rio em camundongos.

Ao final do teste de toxicidade aguda com o latex de H. drasticus, observou-
se um crescente ganho de peso e nenhuma alteracdo comportamental nos
camundongos. Sousa e colaboradores (2009) obtiveram resultados semelhantes,
mas registraram uma perda de peso nos cinco primeiros dias da administracéo do
latex e um aumento na producdo de fezes com aspecto pastoso. Os achados
histopatoldgicos do figado, baco, pulméao e rins também foram mais acentuados na

pesquisa de Sousa e colaboradores (2009).
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No presente estudo o latex n&o foi considerado mutagénico na dose de 2000
mg/kg, mas foi genotdxico. Estudo realizado por Rebolcas e colaboradores (2013),
analisou in vivo os efeitos genotoxico e mutagénico, induzidos pelo extrato aquoso e
etandlico da casca de Himatanthus articulatus, planta utilizada como medicamento
fitoterapico na Amazonia, e atestou que os extratos ndo causavam danos no DNA.
Porém a formacéo de micronucleos foi induzida na dose mais elevada (2000 mg/kg).
Os extratos ainda foram capazes de reduzir eventos clastogénicos e atuaram na

protecdo do DNA contra danos induzidos pelo perdxido de hidrogénio.

A maior concentracdo do latex de H. drasticus (200ug/mL) também néo teve
efeito citotoxico sobre as células do Sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich. Mousinho
e colaboradores (2011) testaram diferentes concentragcbes de uma fragdo proteica
do latex da espécie botanica em questdo e ndo encontraram atividade citotoxica em
diferentes linhagens celulares (HL-60 Leucemia; HCT-8 Codlon; SF295 Cérerbro;
MDA-MB-435 Melanoma; PBMC Linfécitos).

Com relacdo ao efeito antimicrobiano, o latex de H. drasticus foi eficiente
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas provenientes do banco ATCC e
de lesBes (Tabela 5). Sequeira e colaboradores (2009), trabalhando com o latex de
H. articulatus, obtiveram resultados negativos para cepas ATCC e clinicas. Esses
pesquisadores sO encontraram resultados favoraveis para os extratos metandlicos

das folhas e cascas.

A atividade tripanocida tem sido correlacionada com a presenca de
triterpenos (Kayser et al., 2003; Tolstikova et al, 2006), entre eles o B- sitosterol
(Saeidnia et al., 2014). Embora o B- sitosterol constitua o latex de H. drasticus
(Sousa, 2009) o presente estudo néo confirmou essa atividade nas concentragcbes
testadas (100 — 0,19ug/mL).

Considerando a atividade antioxidante do latex, o presente estudo constatou
uma baixa atividade nas concentracdes de 7,81 — 1000pug/mL (Figura 1). Lucetti e
colaboradores (2010) utilizando menores concentracfes do latex de H. drasticus
registraram a auséncia de atividade captadora de radicais livres. Segundo Podsedek
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(2007) essa evidéncia pode ser explicada pelo baixo percentual de fenol no latex
(Tabela 6).

5 Conclusdes

O presente estudo revelou que o latex de H. drasticus ndo é téxico na fase
aguda e tem potencial farmacoldgico antibacteriano. No entanto, mais estudos
devem ser realizados para avaliar outros aspectos da toxicidade aguda, investigar a

toxicidade crénica e os mecanismos de acdo envolvidos nas atividades bioldgicas.



46

Referéncias

Agra, M.F., Silva, K.N., Basilio, I.J.L.D., Freitas, P.F., Barbosa-Filho, J.M., 2008. Survey of
medicinal plants used in the region. Northeast of Brazil Revista Brasileira de Farmacognosia
18, 472-508.

Agrawal AA, Konno K. 2009. Latex: a model for understanding mechanisms, ecology, and
evolution of plant defense against herbivory. Annu. Rev. Ecol. Evol. Syst. 40, 311-31.

Amaral ACF, Ferreira JLP, Pinheiro MLB, Silva JRA 2007. Monograph of Himatanthus
sucuuba, a plant of Amazonian folk medicine. Pharmacognosy Reviews 1, 305-313

Amaro, M.S. et al. 2006.Morfologia de frutos, sementes e de plantulas de janaguba
(Himatanthus drasticus (mart.) Plumel. — apocynaceae). Revista Brasileira de Sementes. 28,
63-71.

Blois, M.S. 1958. Antioxidant determinations by the use of a stable free radical, Nature, 181.:
1199- 1200.

Brasil. Ministério da Saude. 2015. Politica nacional de préticas integrativas e
complementares no SUS, atitude de ampliacéo de acesso. Departamento de Atencéo
Béasica. — 2. ed. — Brasilia : Ministério da Saude, p. 96.

Carmo, L. D. Proteinas isoladas do latex de Himatanthus drasticus (MART.) Plumel
apocynaceae reduzem a resposta inflamatdria e nociceptiva na artrite induzida por zymosan
em camundongos. Dissertacdo (mestrado)- Departamento de fisiologia e farmacologia,
Universidade Federal do Ceard, 2015.

Cheok, C. Y.; Karim, H. A.; Sulaiman, R. 2014. Extration and quantification of saponins: A
Review. Food Research International, 59, 16-40.

Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). 2010. Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing; 20th Informational Supplement. CLSI document M100-
S20. CLSI, Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standard Institute.

Colares, A.V. et al. 2008. Phytochemical and biological preliminar study of Himatanthus
drasticus (Mart.) Plumel(Janaguba). Pharmacogn Mag. 4, 73-77.

COLLINS, A., OSCOZ, A., BRUNBORG, G., GAIVAO, I|., GIOVANNELLI,
L., KRUSZEWSKI, M., SMITH, C. & STETINA, R. 2008. The Comet assay: topical issues.
Mutagenesis, 30(3): 143-151.

Graham, J.G.; Quinn, M.L.; Fabricant, N.R.; Farnsworth. 2000. Plants used against cancer —
an extension of the work of Jonathan Hartwell. Journal of Ethnopharmacology.73, 347-377.

Harbone, J.B. 1998. Phytochemical methods. 3.ed. London: Chapman & Hall.

Hayashi, Makoto et al. 1990. The micronucleus assay with mouse peripheral blood
reticulocytes using acridine orange-coated slides. Mutation Research. 245, 245-249.

Horn, R.C., Vargas, V.M.F., 2008. Mutagenicity and antimutagenicity of teas used in



47

popular medicine in the Salmonella/microsome assay. Toxicolology In Vitro 22,
1043-1049.

Kaplan, M. A. C. 1967. Estudos fitoquimicos: baru, janaguba e ‘tabernaemontana’.
Dissertacdo. (Mestrado) — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Kaiser O, Kiderlen AF, Croft SL. 2003. Natural products as antiparasitic drugs. Parasitol Res.
90:55 - 62.

Ledo, R.B.A. et al. 2007. Study of therapeutical use plants in municipality of Santa Barbara
do Para, State of Pard, Brazil. Rev Bras Farm. 88, 21-25.

Li, H.B.; Wong, C.C.; Cheng, K.W.; Chen, F. 2008. Antioxidant properties in vitro and
total phenolic contents in methanol extracts from medicinal plants. LWT-Food Sci. Tech
41, 385-390.

Lucetti, D. L. 2010. Avaliacao das atividades antiinflamatéria e antinociceptiva do acetato de
lupeol isolado de Himatanthus drasticus(MART) PLUMEL- Apocynaceae(Janaguba).
Dissertacdo (Mestrado)- Universidade Federal do Ceara.

Luz, H.S. Santos, A.C.G.; Lima; F.C.; Machado; K.R.G. 2014. Prospeccéo fitoquimica de
Himatanthus drasticus Plumel (Apocynaceae), da mesorregido leste maranhense. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, v. 16, n.3, p. 657-662.

Manoorkar, V.B e Gachande, B.D. 2015. Phytochemical analysis of some plant latex
,Int. J. of Life Sciences, 3,1: 108- 110.

Mesquita, M.L.; Desrivot, J.;Bories, C.; Fournet, A.; Paula, J.E.; Grellier, P.; Espindola,
L.S. 2005. Antileishmanial and trypanocidal activity of Brazilian Cerrado plants. Mem |
Oswaldo Cruz 100: 783-787.

Mithofer A, Boland W. 2012. Plant defense against herbivores: chemical aspects. Annu Rev
Plant Biol. 63, 431-450.

Modesto, M. M. L. S. 1997. Aspectos ecoldgicos e socio- econdmicos de Himatanthus
articulata (Wahl.) Woodson. janaguba da Chapadado Araripe. Monografia (Especializac&o
em Botanica) - Universidade Regional do Cariri, Crato, p. 55.

Mousinho, K.C. et al. 2011.Antitumor effect of laticifer proteins of Himatanthus drasticus
(mart.) Plumel — Apocynaceae. J Ethnopharmacol. 137, 421— 426.

OECD/OCDE 425. 2001. Guideline for Testing of Chemicals Acute Oral Toxicity—Up-and-
Down Procedure. Disponivel em: <http://www.epa.gov/oppfeadl/harmonization/>Acesso em
05 de maio de 2014.

OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4: Health Effects: Test No.
474:Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test, Franca, 2009. Acessado em 06 de agosto
de 2014.

Patocka, J. 2003. Biologically active pencyclic triterpenes and their current medicine
signification. J. Appl. Biomed,v.1, p. 7-12.



48

Perdue, G.P e Blomster, R.N. 1978. South American Plants Ill: Isolation of fulvoplumierin
from Himatanthus sucuuba (M. Arg.) Woodson (Apocynaceae). J. Pharm. Sci. 67: 1322-
1323.

Plumel, M. M. 1991. Le genre Himatanthus (Apocinaceae) revision taxonomique: bradea.
Boletim do Herbarium Bradeanu, Rio de Janeiro 5, 1-20.

Podsedek, A. 2007. Natural antioxidants and antioxidant capacity of brassica vegetables: A
review. LWT-Food Sci. Technol. 40, 1-11.

Prieto P, Pineda M, Aguilar M. 1999. Spectrophotometric quantitation of antioxidant capacity
through the formation of a Phosphomolybdenum Complex: specific application to the
determination of vitamin E. Anal Biochem. 269, 337-341.

Ramos, A. S.; Silva, J. R. A;; Oliveira, A. A.; Mpalantinos, M. A. ; Basso, S. L. ; Ferreira, J. L.
P.; Amaral, A. C. F. 2015. Fingerprint by Gas Chromatography-Mass Spectrometry of Two
Himatanthus Species of Brazilian North Region. Chemistry of Natural Compounds, 51,1149-
1151.

Reboucas, S.O.; Grivicich, J.; Santos, M.S.; Rodriguez, P.; Gomes, M.D. Oliveira, S.Q.;
Silva, J.; Ferraz, A.B.F. 2011. Antiproliferative effect of a traditional remedy Himatanthus
articulatus bark on human cancer cell lines. Journal of Ethnopharmacology. 137: 926-929.

Roberts, E.A.H.; Cartwright, R. A.; Oldschool, M. 1957. Phenolic substances of
manufactured tea. I. Fractionation and paper chromatography of water-soluble substances. J
Sci Food Agr. 8, 72-80.

Saeidnia, S.; Manayi , A.; Gohari, A. R.; Abdollahi, M. 2014. The Story of Beta-sitosterol- A
Review. European Journal of Medicinal Plants. 4(5): 590-609.

Santos, N. P.; Nascimento, S. C.; Silva, J. F.; Pereira, E. C. G.; Silva, N. H.; Honda, N. K;;
Santos-Magalhdes, N. S. J. 2005. Drug Deliv. Sc. Tech. 15, 355-361.

Sequeira,B.j.; Vital, M.J.; Pohlit, A.M.; Pararols, I.C.; Cauper, G.S.; 2009. Antibacterial and
antifungal activity of extracts and exudates of the Amazonian medicinal tree Himatanthus
articulatus (Vahl) Woodson (common name: sucuba). Mem Inst Oswaldo Cruz. 104, 659—
661.

Silva, R. 1929. Pharmacopeia dos Estados Unidos do Brasil, Sdo Paulo: Companhia Editora
Nacional. pp. 56-57.

Silveira e Sa, R. C.; Leite, M. N.; Reporedo, M. M.; Almeida, R. N. 2003. Evaluation of long-
term exposure to Mikania glomerata (Sprengel) extract on male Wistar rats’ reproductive
organs, sperm production and testosterone level. Contraception. 67, 327 —331.

Sousa, E. L. 2009.Avaliacdo da atividade antitumoral de Himatanthus drasticus (Mart.)
Plumel — APOCYNACEAE (JANAGUBA). Dissertacao (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife.

Sparg, S.G.; Light, M.E.; van- Staden, J. 2004. Biological activities and distribution of plant
saponins. J Ethnopharmacol 94:219-243.



49

Tice, R. R. et al. Single cell gel/comet assay: Guidelines for in vitro and in vivo genetic
toxicology testing. 2000. Environmental And Molecular Mutagenesis, 35, 206-221.

Tolstikova, T.G., Sorokina, I.V., Tolstikov, G.A., Tolstikov, A.G., Flekhter, O.B. 2006.
Biological activity and pharmacological prospects of lupane terpenoids: I. Natural lupane
derivatives. Russ. J. Bioorg. Chem. 32, 37-49.

Wood, C. A,; Lee, K.; Vaisberg, A.J.; Kingston, D.G.; Neto, C.C.; Hammond, G.B. 2001. A
bioactive spirolactone iridoid and triterpenoids from Himatanthus sucuuba. Chem Pharm Bull
49, 1477-1478.

Yang, C.S.; Landau, J.M.; Huang, M.T.; Newmark, H. L. 2001. Inhibition of carcinogenesis by
dietary polyphenolic compounds. Annu. Rev. Nutr, 21: 381-406.



50

Conclusoes

Os resultados desse estudo demostraram que o latex ndo apresenta toxicidade
aguda e citotoxicidade contra as linhagens tumorais testadas, ao passo que nao
apresenta atividade tripanocida e baixa atividade antioxidante. O latex nao foi
considerado mutagénico, mas apresentou genotoxicidade, que possivelmente é
reparado pelo organismo, porém estudos mais aprofundados sdo necessarios para
uma melhor elucidacdo o grau do dano no DNA e 0s possiveis mecanismos de
reparo. Apresenta potencial frente as bactérias Gram positiva e negativa, fato que
pode estar relacionado a presenca de triterpenos nesta espécie, no entanto fazem-
se necessarios mais estudos para compreender melhor o mecanismo de acéo

envolvido nesta atividade.
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