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Mimosa caesalpiniifolia (Benth)

“A mente que se abre
a uma nova ideia
jamais voltara ao

seu tamanho original”

(Albert Einstein)



RESUMO

Mimosa caesalpiniifolia (MIMOSOIDEAE), planta nativa e de grande ocorréncia nas
areas semi-aridas do Brasil. E utilizada pelas populacdes locais como forrageira e
na medicina caseira como cicatrizante, anti-inflamatério e males das vias
respiratorias superiores. Espécies pertencentes a mesma familia e género
possuem atividades  farmacoldgicas comprovadas experimentalmente,
anticancerigena, anti-inflamatoria e antimicrobiana, devido a presengca de
metabdlitos secundarios como taninos, acidos fendlicos e flavonoides. No entanto,
a maior parte dos constituintes quimicos e atividades biologicas de M.
caesalpiniifolia permanecem desconhecidas. A obtencdo do extrato deu-se pelo
processo de percolacdo, utilizando como liquido extrator hidroalcodlico 70%. Na
etapa farmacobotanica, foram realizados ensaios que buscaram o conhecimento
botanico da espécie em estudo. Na etapa farmacogndstica, o extrato e as fragdes
foram identificados por comparagcbes com padroes auténticos e técnicas
espectroscopicas usuais (HPLC-PDA e HPLC-MS). Na atividade antimicrobiana
utilizou-se o método de microdiluicido em caldo, o extrato e as fragbes exibiram
atividade inibitéria de crescimento frente aos microrganismos avaliados e em
concentragbes de 5 a 1000 pug/mL. Na avaliagdo da atividade anticancerigena os
resultados demonstraram atividade antiproliferativa significativa. A analise
morfolégica a fracdo acetato de etila (Fr-EtOAc) foi considerada a fragdo mais
ativa. No ensaio do granuloma, ocorreu uma redugdo na formagdo do tecido
granulomatoso nos animais tratados com a fracdo acetato de etila e fragao
butandlica (Fr-BuOH) na dose de 100 mg/Kg, seguida pela fracdo aquosa (Fr-
AqOH) e extrato hidroalcodlico 70% (EHM) de 300 mg/Kg. No modelo para teste da
atividade antinociceptiva observou-se que as trés doses 30, 100 e 300 mg/kg do
EHM, foram capazes de produzir reducdo significativa da hipernocicepgao
mecanica induzida pela injegdo de carragenina. No teste do campo aberto e
toxicidade as amostras nao influenciaram na atividade geral e morte dos animais.
Esses resultados indicam que o extrato e as fracbes de M. caesalpiniifolia testados,
podem constituir alvo potencial no desenvolvimento de novos medicamentos para o
controle  farmacolégico de processos inflamatérios, microbiolégicos e
anticancerigenos e para o conhecimento da quimica.

Palavras-chave: Antioxidantes. Produtos de agdo antimicrobiana. Anti-
inflamatodrios. Anticancerigenos.



ABSTRACT

Mimosa caesalpiniifolia Benth., native plant and high occurrence in semi-arid areas
of Brazil. It is used by local populations as forage and is used in folk medicine as a
healing, anti-inflammatory and upper respiratory tract. His family and gender have
experimentally proven pharmacological activities such as anticancer activity, anti-
inflammatory and antimicrobial, due to the presence of secondary metabolites such
as tannins, phenolic acids and flavonoids. However, most of the chemical and
biological activities of M. caesalpiniifolia remain unknown. The obtained extract was
due to the percolation process, using 70% hydroalcoholic liquid extractor. In step
Pharmacobotany, tests were conducted seeking the botanical knowledge of the
species under study. Pharmacognostic In step, the extract and the fractions were
identified by comparison with authentic standards and the usual spectroscopic
techniques (HPLC-PDA and HPLC-MS). Antimicrobial activity used in the broth
microdilution method, the extract and the fractions showed growth inhibitory activity
against microorganisms and evaluated at concentrations 5-1000 pg/mL. In
anticancer activity results showed significant antiproliferative activity. The
morphological analysis of the Fr-EtOAc was considered the most active fraction. In
the assay of granuloma, a reduction in granuloma tissue formation in the animals
treated with Fr-EtOAc and Fr-BuOH at a dose of 100 mg / kg, followed by Fr-AqOH
EHM and 300 mg / kg. In the model was observed antinociceptive three doses 30,
100 and 300 mg / kg EHM, were able to produce significant reduction in mechanical
hypernociception induced by injection of carrageenin. In the open field test and
toxicity samples did not influence the general activity and death of animals. These
results indicate that the extract and fractions of M. caesalpiniifolia tested, may
constitute a potential target in developing new drugs for the pharmacological control
of inflammatory processes, and microbiological and anticancer knowledge of
chemistry.

Keywords: Antioxidant. Products antimicrobial. Anti-inflammatory. Anti-cancer.
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1 INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de muitas doencas esta
associado a medicina popular de diferentes partes do mundo. Diferentes culturas
dos mais distintos lugares, desenvolvidas ou n&o, conhecem e utilizam o potencial
terapéutico dos vegetais no tratamento de doencas. Praticas estas que
acompanham o homem desde a pré-historia e evoluiram com ele ao longo dos
anos e constituiram a medicina do homem primitivo. Com a evolugdo do
conhecimento cientifico, intensificaram-se os estudos das plantas medicinais,
relacionando a sua composicdo quimica com os seus efeitos, confirmando, muitas
vezes, a sua utilizagdo popular (ARAUJO e LEON, 2001). Apesar do longo tempo
que se conhece o potencial curativo das plantas, apenas recentemente estas se
tornaram objeto de estudo cientifico no que concerne as suas variadas
propriedades medicinais.

Atualmente, é grande o interesse das industrias farmacéuticas pelo uso da
biodiversidade como fonte de novos medicamentos. Cerca de 30% dos farmacos
disponiveis na terapéutica, sdo derivados direta ou indiretamente de produtos
naturais, notadamente das plantas. Em algumas doengas como o cancer, o0s
medicamentos derivados de plantas chegam a 60% (NEWMAN et al, 2002; BOLDI,
2004).

Nos ultimos anos, a resisténcia de microrganismos patogénicos a multiplas
drogas tem aumentado devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos,
comumente comercializados e usados no tratamento de doencas infecciosas. Em
geral, bactérias tém a habilidade genética de adquirir e transmitir resisténcia as
drogas utilizadas como agentes terapéuticos. O problema dos microrganismos
resistentes esta crescendo e a perspectiva para o uso de antibiéticos € indefinida
(NASCIMENTO et al., 2000; AMOROSO, 2002).

A necessidade de se encontrar novos compostos que possam combater
efetivamente ndao s& os microrganismos patogénicos, mas as doencas
cancerigenas e anti-inflamatorias, tem forcado os cientistas a busca de novas
drogas. Como os vegetais sdo uma excelente fonte de novas drogas

antimicrobianas, anti-inflamatérias e anticancerigenas, por terem uma diversidade
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molecular muito superior aquelas derivadas de produtos sintéticos, as plantas tém
se tornado objeto de estudo cientifico no que concerne as suas variadas
propriedades medicinais (NOVAIS, 2003).

Muitas espécies sado usadas empiricamente, sem respaldo cientifico
quanto a eficacia e seguranga, o que demonstra que, em um pais como o Brasil,
com enorme biodiversidade, existe uma enorme lacuna entre a oferta de plantas e
as poucas pesquisas. Desta forma, considera-se este um fator de grande incentivo
ao estudo com plantas, especialmente para a espécie Mimosa caesalpiniifolia,
visando sua utilizacdo como fonte de recursos terapéuticos, pois o reino vegetal
representa, em virtude da pouca quantidade de espécies estudadas, um vasto
celeiro de moléculas a serem descobertas.

A importancia da integragcdo das industrias farmacéuticas com
universidades nos estudos de bioprospeccao de recursos naturais pode resultar em
grandes vantagens e progressos para ambas as partes. As universidades possuem
farmacéuticos/farmacologistas, quimicos e médicos que podem conduzir a etapas
pré-clinicas e clinicas necessarias para a validacdo de produtos vegetais usados
pela populagdo, assim como para o desenvolvimento de novos medicamentos
fitoterapicos (MIRANDA, 2007).

A descoberta de quimioterapicos eficazes como vimblastina (Velban®),
vincristina (Oncovin®), podofilotoxina e os analogos etoposideo (VP-16-213;
Vepeside®) e teniposideo (VM-26; Vumon®), camptotecina e taxol (placlitaxel;
Taxol®), sdao exemplos da industria farmacéutica que reativaram o interesse pelos
medicamentos de origem vegetal, principalmente pela busca de substancias com
estruturas moleculares complexas, praticamente impossiveis de serem obtidas por
um processo sintético de custo racional (MONTANARI e BOLZANI, 2001).

E dentro desse contexto que o Laboratério de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (LPMF) da UNIFAL-MG vem realizando trabalhos que envolvem
estudos empregando fitoquimica classica e atividade biolégica de plantas que
apresentem uso na medicina tradicional e parcerias com outros laboratérios de
pesquisa da UNIFAL-MG e de outras instituicoes como o Instituto de Quimica —
UNESP e o Departamento de Fitopalogia - UFLA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagcao farmacogndstica e avaliagcao biolégica do extrato

e fracbes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Mimosoideae).

2.2 Objetivos especificos

X/
°

Fornecer dados farmacobotanicos da espécie M. caesalpiniifolia
Benth.;

Fornecer dados quimicos da espécie M. caesalpiniifolia Benth.;
Determinar a seguranga do uso da M. caesalpiniifolia Benth. por meio
de estudo toxicoldgico aguda;

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro;

Avaliacédo da capacidade citotoxica in vitro;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro;

Realizar ensaios farmacoldgicos utilizando extrato e fragdes obtidas
das folhas da espécie para investigar o potencial de atividade anti-

inflamatdria e antinociceptiva;
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3 REFERENCIAL TEORICO

Mimosoideae € a segunda maior subfamilia de Fabaceae, registrando 82
géneros e um total de 3.275 espécies, superada apenas por Faboideae (STEVENS
2006). Quase dois tergos das espécies pertencem a trés géneros: Acacia L. (960
espécies), Mimosa L. (480 espécies) e Inga Mill. (350 espécies), conforme citado
por Elias (1974; 1981), Barroso et al., (1984) e Stevens (2006).

Espécies de Mimosoideae podem ser encontradas tanto em regides
tropicais e subtropicais, como também em zonas temperadas. Com espécies de
porte arbdreo, arbustivo, herbaceo ou lianas (ELIAS, 1974; 1981; CRONQUIST
1981; BARROSO et al.,, 1984), as Mimosoideae apresentam folhas geralmente
bipinadas e com nectarios extraflorais; as flores s&o pequenas, normalmente
agrupadas, actinomorfas, diclamideas, com calice e a corola de prefloragéo valvar
e sementes com pleurograma e linha fissural (SOUZA e LORENZI 2005;
STEVENS, 2006).

Muitas espécies de Mimosoideae apresentam folhas com movimentos
nictinasticos, em que os foliolos se dobram uns sobre os outros e a folha toda
muda de posicao, estimulada pela luz. Mimosa pudica L., a espécie com maior
numero de estudos a respeito desse assunto, apresenta também, movimentos
seismonasticos, que ocorrem apos um estimulo de toque (BARROSO et al., 1984).
Esses movimentos ocorrem devido a presencga de pulvinos e pulvinulos na base
das folhas e dos foliolos respectivamente, que exercem essa atividade motora
(SALISBURY e ROSS, 1992).

No que se refere a importancia econbmica, sdo menos relevantes que
espécies de Faboideae, mas, mesmo assim, encontram-se muitos representantes
uteis na extracdo de metabdlitos secundarios, espécies forrageiras e outras de
valor ornamental indiscutivel (ELIAS, 1974).

Mimosoideae apresentam caracteres que as aproximam mais de
Caesalpinioideae do que de Faboideae (ELIAS, 1974; 1981) e, segundo Barroso et
al., (1984), Faboideae é a subfamilia considerada mais avang¢ada do grupo.

Conforme relatado por Elias (1981), na primeira classificagdao de

Mimosoideae feita por Linnaeus existiam apenas espécies do género Mimosa, com
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excegdo de Adenanthera pavonina L., deixando clara, entdo, a origem da
denominacado da subfamilia. Posteriormente, em 1805, Willdenow dividiu Mimosa
em cinco géneros, sendo eles Acacia, Desmanthus Willd., Inga, Mimosa e
Schrankia Willd. Por volta de 1875, Bentham revisou a subfamilia e segregou-a em
seis tribos com 46 géneros, baseado principalmente em caracteres florais e
seminais. Hutchinson (1964) distribuiu as espécies em seis tribos, sendo Acacieae,
Adenanthereae, Ingeae, Mimoseae, Mimozyngatheae e Parkieae.

Segundo Lewis e Elias (1981), Mimosoideae € representada por membros
arboreos, trepadores, arbustivos ou raramente herbaceos, possuindo ou nao
espinhos, com folhas bipinadas, de filotaxia alterna ou oposta, apresentando
numerosas flores agrupadas em glomérulos, espigas ou racemos. A tribo
apresenta caracteres bem diversos, como pétalas livres ou nao, estames
levemente conatos na base ou ndo, eventualmente com uma glandula no apice da
antera, grdo de polen simples ou composto, ovario estipitado ou nao, piloso ou
glabro e com numero variado de 6vulos. O numero de estames geralmente é o
dobro do de pétalas e as anteras sdo minusculas. Os frutos sido bivalvos,
normalmente comprimidos, também com outras variagbes, de consisténcia
membranacea a lenhosa, deiscentes ou indeiscentes. As sementes, na maioria das
vezes, apresentam pleurograma e raramente sdo cobertas por uma polpa fina,
podendo ser albuminosas ou nio.

A distribuicdo dos membros de Mimosoideae é mais restrita a regides
tropicais e subtropicais, com numerosas espécies na América do Sul e Africa
tropical (LEWIS e ELIAS,1981).

3.1 Caracteristicas do género Mimosa

Mimosa distribui-se por todo o mundo, entretanto, exibe duas areas de
diversificagdo, os campos do sudeste do Brasil e os campos e regides arbustivas
do México (ELIAS 1974). De acordo com o levantamento fitogeografico realizado
por Simon e Proenga (2000), Mimosa € bem distribuida no Cerrado, com 189
espécies. E o género mais abundante da subfamilia nesse bioma, onde Mendonca
et al., (1998) ainda registravam 97 espécies de Mimosa contra apenas 11 de

Acacia. Segundo Simon e Proenga (2000), 140 espécies de Mimosa (74%) sao
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restritas ao Cerrado e do total, 91 (50%) sdo endémicas; o cerrado €, portanto, um
importante centro de endemismo para o género.

Burkart (1979) descreveu as Mimosoideae encontradas no Estado de
Santa Catarina, relatando a presenca de 47 espécies de Mimosa, com flores
pequenas e aglomeradas, rosado-lilazes, amarelas ou brancas, frutos do tipo
lomento (craspédio), sementes ovais, achatadas, com endosperma mucilaginoso e
tegumento com linha fissural em ferradura. Pertencente ao grupo Piptadenia,
Mimosa possui flores em inflorescéncias do tipo capitulo ou espiga, com ovario
glabro ou nao, séssil ou preso por estipite longo, geralmente com emergéncias ou
espinhos e formando frutos de diversos tipos (LEWIS e ELIAS 1981).

Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Figura 1), conhecida popularmente no
Ceara e Pernambuco como sabia; Minas Gerais: angiquinho-sabia, sabia, cerca-
viva e sansdo-do-campo e Piaui: unha-de-gato, cujos nomes comuns advém,
respectivamente, da semelhanga da coloragdo da casca com a plumagem da ave
do mesmo nome, aculeos agressivos e resistentes principalmente nos galhos
jovens, e rapido crescimento. A planta alcanga a altura de sete a oito metros e
didmetro de aproximadamente 20 centimetros. Tem aspecto entouceirado e boa
capacidade de rebrota sendo bastante esgalhada, com ramos contendo aculeos de
pontas agudas e recurvadas 0Os quais desaparecem nos troncos de idade
avangada, apesar de haver registros de mutantes inermes (LORENZI, 2000;
MENDES, 2001; MAIA, 2004).

As folhas verdes ou secas sao forrageiras. Sua folhagem é considerada
valiosa fonte de alimento para grandes e pequenos ruminantes, principalmente
durante a longa estiagem do sertdo semi-arido. As folhas possuem alto valor
nutricional, contendo aproximadamente 17% de proteina (LORENZI, 1992).

As flores sao brancas, pequenas, apresenta odor agradavel, meliferas,
dispostas em inflorescéncias do tipo espigas cilindricas de 5 a 10 cm de
comprimento, axilares ou em paniculas terminais.

O fruto é um craspédio planocom7a 10 cmx 10a13 mm x 1,0 a 1,2 mm
(comprimento x largura x espessura) dividido em 5 a 9 articulos quadrangulares,
presos por dois filamentos fibrosos laterais. A semente é pequena, lisa, lustrosa,
dura, leve, de cor castanho claro, de 5 a 8 mm de diametro, de forma ovoide
tendendo a orbicular (RIZZINI, 1995; LORENZI, 2000). O sistema radicular da
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espécie é radial, superficial, concentrado nos primeiros vinte centimetros de
profundidade do solo. A planta tem raizes espessas, longas e numerosas, que
podem atingir os seis metros de comprimento, favorecendo a absor¢cao de aguas
das chuvas e a produgao de folnagem antes das outras espécies da Caatinga, e
apresenta associagao com bactérias e fungos (QUEIROZ, 1985; MENDES, 2001).

Figura 1 - Mimosa caesalpiniifolia Benth.. Fazenda do Rosa - Alfenas/MG
Fonte: Do autor.

3.2 Ocorréncia natural e descricao botanica da espécie Mimosa caesalpiniifolia

Mimosa caesalpiniifolia é nativa do Nordeste brasileiro, ocorrendo
naturalmente nos Estados do Maranhao, Piaui, Ceara, e Rio Grande do Norte
(BRAGA, 1976; COSTA, 1983; MENDES, 1989; LIMA, 1996; MAIA, 2004), além de
ser encontrada em povoamentos artificiais do Maranhdo a Bahia (RIZZINI, 1995).
Foi introduzida com sucesso em regides umidas dos Estados da Paraiba (Brejo
Paraibano), Rio de Janeiro (Baixada Fluminense e Planaltos Fluminenses), Sao
Paulo (Vale do Paraiba do Sul e Planaltos Paulistas) e Minas Gerais (Norte e sul
de Minas Gerais) (CAMPELO, 1973; GOMES, 1977; MENDES, 1989).

De acordo com o Sistema de Classificagdo de Cronquist, a posigao
taxondmica de Mimosa caesalpiniifolia obedece a seguinte hierarquia apresentada

abaixo:
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Divisao: Magnoliophyta (Angiospermae)

Classe: Magnoliopsida (Dicotyledoneae)

Ordem: Fabales

Familia: Mimosoideae (Fabaceae - Mimosoideae)

Género: Mimosa

Espécie: Mimosa caesalpiniifolia Bentham

Sinonimia botanica: Mimosa caesalpiniifolia sensu Bentham;

Mimosa punctulata sensu Glaziou.

Figura 2 - Amostra de Mimosa caesalpiniifolia Benth. depositada no Herbario da Universidade
Federal de Alfenas — UNIFAL/MG. Fonte: Do autor.

3.2 Estudos realizados com a familia e outras espécies do género Mimosa

Poucos sao os dados disponiveis na literatura sobre estudos quimicos e
atividades biolégicas atribuidas a espécie Mimosa caesalpiniifolia. Diante da
escassez dos dados, analisamos resultados de trabalhos publicados sobre a
familia e o género Mimosa.

Plantas de outros géneros, mas pertencentes a mesma familia, como o
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), sao utilizadas
popularmente nos casos de diarréias, hemorragias, hemorroidas, limpeza de
ferimentos, hemorragias uterinas, feridas ulcerosas e no tratamento de pele
excessivamente oleosa (BARREIRO et al., 2005).
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O extrato bruto obtido por decocgao ou infusdo da casca e das folhas de
barbatimdo, é utilizado na medicina popular para o tratamento de leucorreia,
diarréia, como antisséptico, para cicatrizacdo de feridas e em inflamacgdes.
Trabalhos cientificos demonstram inumeras atividades biologicas do extrato de
varias partes da planta (SANTOS et al.,, 1988). O extrato bruto da casca do
barbatim&o inibiu o crescimento de Herpetomonas samuelpessoai (HOLETZ et al.,
2005), Candida albicans (ISHIDA et al., 2006), a replicagdo de poliovirus e
herpesvirus bovino e a sintese de antigenos virais (FELIPE et al., 2006). S.
adstringens apresenta ainda diversas outras atividades demonstradas tais como:
analgésica, anti-inflamatéria, anticancerigena e protetora da mucosa gastrica (LIMA
et al., 1998; AUDI et al., 1999).

As propriedades medicinais ou atividades farmacoldgicas do barbatimé&o
podem ser atribuidas a sua composicdo quimica. A planta contem compostos
fendlicos, sendo que a casca possui pelo menos 20% de taninos (MELLO et al.,
1996), flavonois, acidos fendlicos, ésteres de acido galico e outros compostos
fendlicos ligados a agucares e ao acido galico (SANTOS et al., 2002). Presenga de
flavonoides também sao evidentes com propriedades antihepatotdxica, anti-
inflamatdria, antiaterogénica, antialérgica e anticancerigena. Muitos dos efeitos
farmacolégicos dos flavonoides estdo relacionados com a interagdo com varias
enzimas e pela sua atividade antioxidante (SILVA et al., 2002).

Contem ainda diversas proantocianidinas, tais como prodelfinidinas 3-
flavonois, prorobinetidinas e proantocianidinas diméricas (MELLO et al., 1996), que
possuem inumeras atividades bioldgicas (JIN et al., 2012).

Algumas espécies do género Mimosa sao utilizadas popularmente na
forma de infuso, demonstrando atividade diurética e antihipertensiva; também séao
utilizadas na neurastenia, na deficiéncia nutricional infantil e em quadros de tosse
com expectoracao (LAN, 2008) e no tratamento de queimaduras, analgésico, acne,
adstringente peitoral e inflamagdes (MAIA, 2004).

Trabalhos realizados no Meéxico avaliando as propriedades
antimicrobianas do caule de M. tenuiflora demonstraram a acao inibitdéria dos
extratos aquoso e etandlico contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
fungos dermatofitos (LOZOYA et al., 1989).
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Em estudos sobre a atividade antimicrobiana de algumas arvores nativas
do Brasil, Gongalves et al., (2005) observaram uma excepcional atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de M. tenuiflora sobre Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus spp.

Estudos comparativos entre as espécies Mimosa pudica e Mimosa
rubicalis desenvolvido por Genest et al.,, (2008) demonstraram a atividade
antioxidante e antibacteriana frente a Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Escherichia coli ampicilina resistente, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. A espécie Mimosa pudica foi avaliada, também, quanto ao seu
potencial terapéutico para o tratamento da psoriase, apresentando uma
regeneragcdo da taxa de crescimento celular normal, regulando o processo de
apoptose celular (POLEO ARMERO e GAVIRIA, 2008).

E um género bem diversificado em relagdo ao nimero de espécies, porém
pouco conhecido quimicamente, levando em consideragdo a importancia que o
mesmo apresenta. O quadro 1 reune dados quimicos e farmacolégicos descritos
na literatura de espécies do género Mimosa. Estudos etnofarmacolégicos

confirmaram indicagdes populares para diversas espécies desse género.



Quadro 1 - Propriedades farmacolégicas e compostos quimicos de espécies do Género Mimosa.

M. bimucronata

Alimentagao de ruminantes

(sementes e folhas)

conteudo fendlico

Kestring, et al., 2009.

antimicrobiano, diurético, anti-
inflamatéria e imunomoduladora
(folhas)

hidroxi-3,5-dimetoxi benzaldeido; acido 4-hidroxi-3-
metoxi benzoico; lignana; pinoresinol; S-sitosterol;

lupeol; a-amirina; caenferol; apigenina; acacetina.

M. hamata Antimicrobiano e antiviral acido galico; flavonoides; saponinas Jain, et al., 2004.

M. hostilis Induz alucinagdes (raizes) diterpenos raminosideos - mimosina B e C; n,n- Ohsaki, et al., 2006.
dimetiltriptamina; taninos condensados

M. invisa Atividades antitumoral, composto fenolico; 4-hidroxi-3-metoxi benzaldeido; 4- Chandrika, et. al.,, 1987;

Largo Junior, et. al., 1997;
Aguiar, 2006.

M. ophtalmocentra
Mart. ex Benth.

Propriedades antioxidantes (folhas);
contra bronquite e tosse (casca do

caule); alucinégeno (raiz)

esteroides B-sitosterol; n-metiltriptamina; hordenina

Batista, et al., 1999; David,
et al., 2007; Agra, et al.,
2007.

M. paraibana

Atividade citotdxica e antioxidante

(partes aéreas)

esterdides B-sitosterol e estigmasterol; 15-hidroxi-
feofitina A; 5,7-dihidroxiflavanona; 3,4,5-
trihidroxibenzoato de etila; acido p-cumarico

Nunes, et al., 2008.

M. pigra

Estimulam a proliferam de timécitos
em ratos e esplendcitos in vitro

(folhas). Contraceptivo (raizes)

kaempferol; quercetina; apigenina; acacetina; triterpeno
glicosideo

Englert, et al., 1995; Yusuf,
et al., 2003; Sanz-Biset, et
al., 2009.

M. scabrella

Atividade antiviral (herpes e
rotavirus) e citotoxicidade em células
HELA (sementes); Alivia pruridos
(cascas); Estimulante digestivo e

ara problemas circulatérios (folhas

polissacarideo galactomananas; glicidios; trigalactosil-
pinitol; taninos; diclorometanico amoniacal triptamina;
n-metiltriptamina; 2-metil, 1,2,3,4-tetraidro-f-carbolina;

n,n-dimetiltriptamina

Marquesini, et al.,1995;
Moraes et al., 1990;
Vendruscolo, et al., 2009;

Chrestani. et al., 2009;

Noleto, et al., 2009.
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Mimosa

M. pudica

Antimicrobiana e antioxidante
(folhas); Atividade inibitéria de
letalidade; combate o edema,
cicatrizante e anti-inflamatério (raizes
e cascas); Regulador hormonal
(raizes); Anticolinesterasica (planta
inteira); Hiperglicemiante (folhas);

Insdnia, enxaqueca, problemas

c-glicosilflavonas; 2-flavonas glicosiladas; Presenca de
esteroides; taninos; mimosina; B-sitosterol; acido
linoléico mimopudine; 7,3, 4'-trihydroxy 3,8-dimetoxi

flavona; p-cumarico; lupeol

Ueda, et al., 1999; Amalraj,
et al., 2002; Lobstein, et
al., 2002; Jeong, et al.,
2004; Bum, et al., 2004;
Arima, et al., 2006;
Ganguly, et al., 2007,
Yuan, et al, 2007,
Sukanya et al., 2009;

pulmonares e tuberculose (folhas, Meenatchisundaram, et
cascas) al., 2009; Kokane, et al.,
2009.
M. somians e M. Propriedades psicoativas (planta triptamina; n-metiltriptamina Gupta, et al., 1979.
lutens inteira)
Mimosa sp. Antioxidante (folhas) flavonoide aglicona; quercetina 7-metil, éter Yusuf, et. al, 2003;

Antitumoral (folhas, frutos e caule)

Schmourlo, et al., 2005

M. tenuiflora

Combate a ulceragao de veias e
cicatrizante (cascas); Antimicrobiano
(pequenos ramos); Anti-inflamatério

(folhas) e contra bronquite e tosse

(casca do caule)

arabinogalactana; chalcona; saponina esteroidal

monodesmospidica; triterpenos

Dominguez, et al., 1989;
Jiang, et al., 1991; Ameida,
et al., 2005; Agra, et al.,
2007; Rivera-Arce, et al.,
2007; Souza, et al., 2008;
Zippel, et al., 2009;

M. verrucosa e M.

negra

Tratamento da asma, efeitos
narcotizantes, sedativo e
propriedades antioxidantes (folhas,

cascas do caule)

Desmarchelier, et al.,
1999.
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3.2 ANTI-INFLAMATORIOS E ANALGESICOS

Os medicamentos anti-inflamatérios e analgésicos constituem um grupo
heterogéneo de compostos que, em muitos casos, nao estdo relacionados
quimicamente, porém compartiiham de algumas acgdes terapéuticas e efeitos
colaterais. O prototipo € a aspirina que foi introduzida na medicina em 1899 por
Dreser. O nome aspirina parece ter sido derivado da Spiraea, espécie de planta a
partir da qual o acido salicilico foi preparado durante algum tempo (GOODMAN e
GILMAN, 2007).

Embora existam evidéncias seguras de que as doses terapéuticas da
aspirina reduzam a biossintese das prostaglandinas nos seres humanos e haja
uma correlacdo razoavelmente direta entre a poténcia desse medicamento como
inibidor da ciclooxigenase e sua atividade anti-inflamatoria, a indometacina é uma
excecao notavel porque ela é mais potente nos testes anti-inflamatérios do que no
ensaio de inibicdo enzimatica. No entanto, muitos estudos indicam que a inibigao
da sintese das prostaglandinas € o mecanismo principal das agbes terapéuticas
dos medicamentos anti-inflamatorios (GOODMAN e GILMAN, 2007).

As drogas anti-inflamatérias nédo esteroidais (DAINES), além de anti-
inflamatorios, sao analgésicos suaves sendo eficazes somente contra dor
moderada. Este efeito é analgésico provavelmente devido a prevencdo da
sensibilizagdo do nociceptor, ja que reduz a liberagdo dos mediadores quimicos. O
uso de DAINES para reduzir a dor e a inflamagao de condicdes tais como artrite
reumatoide e osteoartrite também é benéfico sob o ponto de vista de uso a curto
prazo (SIDDALL e COUSINS, 1995).

Segundo Calixto e colaboradores (2005), o objetivo de conhecer melhor a
inflamacao iniciou as tentativas de reproduzir o fendbmeno experimental.
Observagdes microscopicas permitiram entender a participagao da circulagao e das
células sanguineas no fendbmeno, logo a utilizagdo de modelos experimentais, a
aplicacdo de culturas de células para reproduzir in vitro alguns fendmenos
inflamatdrios e a utilizagao de técnicas de biologia molecular permitiu caracterizar

melhor o processo inflamatério e as substancias quimicas que dele participam.
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3.5 CANCER E INFLAMACAO

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) o cancer € o nome dado a
um conjunto de mais de cem doengas que tém em comum o crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e érgéos. Dividindo-se rapidamente,
estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formagao de tumores malignos, os quais podem espalhar-se para outras regides do
corpo. Porém a definicdo bioquimica para esta doenca € uma perda do controle
dos mecanismos de proliferagdo, diferenciagdo e morte celular (MOFFAT et al.,
2000).

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais freqliente e o mais
comum entre as mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos casos novos de cancer
em mulheres sdo de mama. Ja em homens o tipo mais frequente é o cancer de
prostata. Em termos de valores absolutos, o cancer de prostata € o sexto tipo de
cancer mais comum no mundo e o0 mais prevalente em homens, representando
cerca de 10% do total de cancer (INCA, 2010).

Em 1863, Virchow propds que o cancer se desenvolve em locais de
inflamacado crénica, e desde entdo as relagdes potenciais entre cancer e
inflamacao foram estudadas. Isto pode ser exemplificado pela observagao do maior
risco de desenvolvimento do cancer nos pacientes afetados por diversas doencgas
cronicas inflamatérias do aparelho gastrintestinal, como por exemplo, gastrite
causada pelo Helicobacter pylori e hepatite viral (KUMAR, ABBAS, FAUSTO,
2004).

Por outro lado, estudos epidemiolégicos demonstram que anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) diminuem o risco de cancer pela inibicdo da
COX-2. A elevada expressao da COX-2 em células tumorais tem efeitos como
alteragao das células de adesado da matriz extracelular, desregulacéo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e resisténcia da indugdo a apoptose
(SUBHASHINI, 2005). Recentes estudos demonstram uma possivel correlagcéo
entre a superexpressdo da COX-2 e a perda da regulagdo da apoptose em
resposta a superexpressao desta enzima (SUBHASHINI et al., 2005).

A correlacédo entre a inflamagdo e carcinogénese ocorre da seguinte

maneira: fosfolipidios de membrana sao convertidos em acido araquidénico pela
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enzima fosfolipase. A COX-2 converte este em prostagladinas e tromboxanos.
Estes mediadores da inflamacgao formados podem ativar a carcinogénese uma vez
que aumentam a expressao de Bcl-2 (uma das proteinas antiapoptéticas), VEGF
(mediador que exerce papel chave na angiogénese) e metaloproteinases (também
associadas ao processo de vascularizagdo do tecido tumoral) (DEMPKE et al.,
2001; WARIS, SIDDIQUI, 2005). Além disso, a elevagdo da producédo de
Prostaglandina E2 (PGE2) reduz a morte celular e pode regular positivamente a
proliferagdo de células tumoral (LIM et al., 2001; DEMPKE et al., 2001).

Sendo assim a alta expressdo da COX-2, a qual é ativada pelo fator de
transcricdo NFkB, sinaliza para a sobrevivéncia celular (resisténcia a apoptose),
producao de mediares inflamatérios e proliferagcao celular (expressao de ciclinas)
(WARIS, SIDDIQUI, 2005).

Em termos de avangos moleculares da oncologia, tem sido centrado
interesse nessa modulacido da atividade e expressdao da COX-2. O potencial dos
inibidores de COX-2 em induzir a apoptose, inibir a angiogénese e o crescimento
tumoral tém sido descrito por muitos trabalhos, sendo, portanto importante alvo
molecular para novas terapias antitumorais. (KOKOGLU et al., 1998; SHONO et al.,
2001; LIM et al., 2001).

3.6 ANTIMICROBIANOS

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados
como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos,
quando promovem a inibicdo do crescimento microbiano (GUIMARAES et al.,
2010).

A partir de 2000, poucos antibidticos foram introduzidos para a terapéutica
antimicrobiana. Em 2001, apenas um antibiético de origem sintética da classe das
oxazolidinonas foi introduzido no mercado farmacéutico, a linezolida. Os programas
de descoberta de antibidticos de fontes naturais tém sido retomados em algumas
industrias farmacéuticas, levando a aprovacdo do lipodepsipeptideo natural
daptomicina pelo FDA em 2003 (GUIMARAES et al., 2010). O Fluconazol, droga

padrao utilizada no ensaio para fungos, apresenta boa atividade antifungica sobre
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as espécies de Candida e Cryptococcus neoformans, porém ha relatos de
diminuicdo de sensibilidade de algumas espécies de Candida nao-albicans, frente
ao fluconazol. Apesar de sua utilizacdo ser bem tolerada no tratamento de
pacientes, o fluconazol pode desencadear a sindrome de Stevens-Johnson
principalmente em populagdo portadora do HIV com alto risco de desenvolver AIDS
e pacientes oncologicos (CATALAN; MONTEJO, 2006), sendo o primeiro
medicamento de escolha no tratamento da candidiase em imunodeprimidos devido
a alta tolerabilidade e limitado numero de interagdes medicamentosas (EGIMANN
et al., 2003).

O Cloranfenicol, segundo a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tem
sido usado no tratamento de infecgao por enterococos resistentes a vancomicina.
Pode também ser utilizada nas salmoneloses, principalmente na febre tiféide. E
alternativa no tratamento de meningite bacteriana e epiglotite, artrite séptica e
osteomielite por Haemophilus influenzae em pacientes alérgicos aos [(B-lactamicos.
Indicado no tratamento de ricketsioses ou erlickiose. No entanto, pode exibir como
efeitos colaterais, toxicidade hematolégica com reticulocitopenia, podendo evoluir
para anemia, granulocitopenia e trombocitopenia. Também pode apresentar-se
como anemia aplastica irreversivel e outras formas graves de toxicidade, como a
Sindrome do Bebé Cinzento (BRASIL, 2011).

Portanto, a avaliagdo do potencial bioldégico dos produtos naturais tem sido
uma alternativa para tratamento de enfermidades, e tem despertado grande
interesse por parte dos pesquisadores, em decorréncia dos crescentes problemas
associados ao uso indiscriminado de antibidticos, seus efeitos colaterais, bem
como o aumento da resisténcia de microrganismos pelo uso do mesmo, o alto
custo, entre outros paradigmas da saude publica (DAVIS, 1994). Nao somente os
pesquisadores objetivam descobrir novos antimicrobianos, mas também as
industrias farmacéuticas tém incentivado essa busca, pois os medicamentos
produzidos a partir de plantas medicinais sao desenvolvidos em menor tempo, por
metodologias menos complexas, e na maioria das vezes, possui menor custo que
os sintéticos. Vale ressaltar que também, sdo possiveis candidatos a protétipos

para producao de novos farmacos (FERREIRA, 2001).
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4 PARTES EXPERIMENTAIS

Folhas de Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Mimosoideae) foram coletadas
em fevereiro de 2010 préximas as localidades da Fazenda do Rosa, situado no
municipio de Alfenas-MG (21°24°44,1” S, 45°55'19,9” W). O material foi coletado
sob duas formas: a) material florido para preparagao de exsicatas e envio para a
identificacdo taxonémica que foi realizada pelo Herbario da Universidade Federal
de Alfenas (Departamento de Taxonomia) onde as mesmas foram depositadas sob
o numero 695. b) coleta das folhas para as etapas farmacobotanica,
farmacognostica e biolégica previstos no projeto.

As partes coletadas da espécie vegetal foram previamente divididas,
separadas e dispostas em camadas finas sendo submetidas a secagem em estufa
de ar circulante a 45°C. A temperatura da estufa foi controlada por um termostato e
um termdmetro, os quais garantiram uma homogeneidade na temperatura utilizada
durante a secagem. A perda da agua foi monitorada por pesagens consecutivas

em balanca analitica, até que o peso permaneceu constante.

4.1 ETAPA FARMACOBOTANCIA

A caracterizagdo macroscopica das folhas foi realizada a vista desarmada
e por meio de observagao com o auxilio de microscopio estereoscopico, quando
necessario, segundo os parametros descritos por Oliveira et al. (1998) e por
Oliveira & Akisue (2000), avaliou-se a textura, coloracdo, tamanho, cheiro e
nervacgoes.

Para analise microscopica foram confeccionadas laminas
semipermanentes e permanentes. As laminas semipermanentes foram preparadas
a partir de material seccionado nos sentidos transversal, longitudinal e
paradérmicas, a mao livre, com lamina cortante, em foliolos adultos e os cortes
corados com Azul de Toluidina (O’'BRIEN et al.,, 1964) ou com Azul de Astra
(ROESER, 1972). Para o preparo de laminas permanentes utilizou-se a técnica de
inclusdo em glicolmetacrilato (FEDER & O'BRIEN, 1968), de acordo com as

indicagdes do fabricante (Leica®), onde as secg¢des foram clarificadas com



35

hipoclorito de sodio a 20%, lavadas em agua destilada, coradas com de Azul de
Astra (O'BRIEN et al., 1964) e montadas entre lamina e laminula com glicerina a
50%. Apo6s a montagem, procedeu aos estudos anatdbmicos com auxilio de
microscopio luz.

A analise em Microscopia Eletrénica de Varredura foi realizada no
Laboratério de Microscopia Eletrénica e Analise Ultra-estrutural (LME) no
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG, seguindo
o protocolo padrdo do laboratério descrito por Alves (2004). Amostras de M.
caesalpiniifolia foram colocados em microtubos com capacidade para 1,5mL,
contendo fixador Karnovisksy até cobrir as amostras e levados para geladeira por
um periodo minimo de 24 horas. Apds, esses foram retirados do fixador e
transferidos para glicerol 30% por 30 minutos. Em seguida, imersos em recipiente
plastico contendo nitrogénio liquido e cortados com bisturi sobre uma placa de
metal, imersa em um recipiente plastico, também contendo nitrogénio liquido.
Seccionadas transversalmente, as amostras (aproximadamente 15 secg¢des) foram
colocadas em microtubos contendo agua destilada. Posteriormente, foram imersas
em tetréxido de 6smio 1% em tampao por duas horas a temperatura ambiente.
Subsequentemente as amostras foram lavadas com agua destilada por trés vezes
e desidratadas em uma série de acetona (25%, 50%, 75%, 90% 10 minutos cada e
100%, por trés vezes de 10 minutos). Em seguida, levadas ao aparelho de ponto
critico Balzers CPD 030, para substituicdo da acetona por CO, com o objetivo de
completar a secagem. Sem umidade, as amostras foram cuidadosamente
montadas em Stubs (cilindro de aluminio com 12 mm de didmetro, coberto com fita
de carbono para aderéncia das amostras) e submetidas a metalizagdo com ouro,
no vaporizador Balzers SCD 050, para aumentar a condutividade dos elétrons no

momento das analises com MEV Leo Evo 40.

4.2 ETAPA FARMACOGNOSTICA

O material passou por uma divisdo grosseira seguida por uma
pulverizagao obtida em moinho de facas com uma peneira de 3 mm de diametro,
dando origem a 3071,52 g de p6. Este processo objetivou reduzir o tamanho das

particulas de modo a aumentar, posteriormente, seu contato com o liquido extrator.
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4.2.1 Caracterizacéo fisica do p6 das folhas de M. caesalpiniifolia

A analise granulométrica do foi baseado na Farmacopéia Brasileira (2010)
e com o objetivo de analisar a granulometria do p6 obtido do material vegetal, foi
utilizado 85,13 g do p6 das folhas moidas e foram submetidos a passagem forgada
por vibracdo, através de tamises com abertura de malhas correspondentes a 125;
180; 250; 500; 710 e 850 mm, utilizando-se o Agitador de Peneiras —
Eletromagnético (ErTel®), para a analise granulométrica o pd passou por varias
escalas de vibragdes e tempo, sendo a escala nove do aparelho a melhor
apresentada, devido o p6 possuir uma espessura semi-fina, num tempo de quinze
minutos. Apds este processo, as fracdes foram retiradas dos tamises e do coletor e
quantificadas quanto as suas proporcdes. Este procedimento foi realizado em
triplicata. Para os estudos de passagem e retencdo a partir da quantidade de po
recolhida de cada tamis, foram elaboradas planilhas no software Exel®, onde foram
calculadas as frequéncias percentuais e também as frequéncias percentuais

cumulativas.

4.2.2 Densidade aparente do p6 - Método da proveta

O po6 das folhas foi transferido para uma proveta de 25 mL, com peso
conhecido, até completar o volume de 15 mL. Durante a transferéncia foram
removidas as particulas de ar que estavam presentes entre o pé da planta. Em
seguida, a proveta contendo o pé foi pesada, e pela diferenga de pesos, foi obtida
a quantidade de pd6 contido na proveta. Com essas informagdes, 0 peso do poé
dividido pelo volume (15 mL), foi calculado a densidade. Este procedimento foi
realizado em triplicata (LACHMAN, 2001).
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4.2.3 Método do peso médio das capsulas

Para determinar a densidade aparente do p6, foram amostrados 50 g do
po, os quais foram distribuidos em encapsulador contendo 25 capsulas de tamanho
00. Em seguida, o peso foi determinado e a densidade calculada pela relacéo
massa/volume do po. Este procedimento foi repetido trés vezes com trés amostras
distintas (MARTINS & SACRAMENTO, 2004).

4.2.4 Perda por secagem das folhas frescas de M. caesalpiniifolia

Cerca de 10,0 g, exatamente pesados, das folhas fresca do vegetal foram
colocados a secagem em estufa de ar circulante a 45°C. Foram pesados
diariamente até peso constante. Os resultados foram expressos em perda de
substancias volateis e/ou agua percentual, pela média de cinco determinacdes
(MELLO e PETROVICK, 2000).

4.2.5 Determinagao da perda por dessecagdo do pd obtido apdés a moagem das

folhas de M. caesalpiniifolia

Amostras de 2,0 g de droga vegetal pulverizadas foram exatamente
pesadas, em pesa-filtros previamente tarados, e colocadas em estufa por 2 horas,
a temperatura de 105°C. Apds resfriamento em dessecador, os pesa-filtros foram
pesados e recolocados em estufa por mais 30 minutos. Este procedimento foi
repetido até que peso nao variasse mais que 0,25%. Os resultados foram
expressos em porcentagem (p/p) pela média de trés determinagbes (MELLO e
PETROVICK, 2000).

4.2.6 Determinagao do teor de cinzas totais
Foi calcinado previamente o cadinho de porcelana em mufla a 450°C por

30 minutos. O mesmo foi resfriado em dessecador (15 minutos) e seu peso foi

determinado em balanga analitica. Foram pesados exatamente 3,0 g do material
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vegetal triturado, os quais foram distribuidos de maneira uniforme e, submetidos a
calcinacdo em mufla a temperatura de 450°C por duas horas. Foi deixado em
dessecador para arrefecimento durante 30 minutos e pesagem posterior. Os
resultados forma expressos em porcentagem em peso de cinzas na droga seca (%,
p/p) e representando a média de trés determinagbes (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

4.2.7 Determinacgdo do teor de cinzas insoluveis em acido

A cinza obtida no item 5.5.3, foi fervida com 25 mL de &cido cloridrico a
10%, e o precipitado foi recolhido em um papel de filtro isento de cinza e lavado
com agua quente. O papel de filtro mais o residuo foram incinerados a uma
temperatura de 800°C até peso constante. O resultado foi expresso em
porcentagem em peso de cinzas insoliveis em acido (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

4.2.8 Determinagao do teor de residuo seco

Uma amostra de 20,0 g da solugcédo extrativa foi exatamente pesada em
pesa-filtro, previamente tarado, e evaporada até secura em banho de agua, sob
agitacao constante. O pesa-filtro foi colocado em estufa por 2 horas a temperatura
de 105°C. Passado duas horas, o pesa-filtro foi resfriado em dessecador e pesado
novamente. O resultado foi expresso em relacdo a 100 g do extrato, pela média de
trés determinacgdes (USP, 2003).

4.2.9 Determinacéao do teor de extrativos em etanol

Exatamente 2 g de po vegetal foram transferidos para o cartucho de um
extrator de Soxhlet, previamente tarado e seco. No baldo do extrator foram
colocados 200 mg de hidréxido de sédio e 500 mL de etanol absoluto. Apés cinco
horas, quando o processo de extragao foi encerrado, o cartucho com o residuo foi

retirado e seco em estufa a 105 °C, por 30 min. Pesou-se o residuo seco e
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calculou-se o teor de substancias extraiveis por etanol por diferenca entre o peso
da amostra e o peso do residuo seco (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.2.10 PREPARO DO EXTRATO E OBTENGCAO DAS FRACOES

Para a obtencdo do extrato bruto utilizou-se o método de extragao
exaustivo de percolacdo simples desenvolvida segundo Prista et al. (2002). O
liquido extrator utilizado foi mistura hidroalcodlico a 70% (v/v). O percolado obtido
foi concentrado em evaporador rotatério sob pressao reduzida com temperatura
maxima de 40 °C até completa eliminagdo do solvente organico e depois foi
liofilizado até eliminagao da agua.

Para obtencado das fracdes, aproximadamente quatro gramas do extrato
seco foram dissolvidas em 300 mL de agua. A mistura foi submetida ao processo
de extragdo liquido-liquido (particdo). O acetato de etila (Fr-EtOAc) (100 mL por
trés vezes) foi o primeiro solvente a ser parcionado com a mistura (agua + extrato),
em seguida foi feito 0 mesmo procedimento com o butanol (Fr-BuOH) (100 mL por
trés vezes) e finalmente a fragdo aquosa (Fr-AqOH). Apds a extragao a Fr-EtOAc,

Fr-BuOH foram eliminadas por rotavapores e a Fr-AqOH liofilizada.

4.2.11 ANALISES QUIMICAS DAS FOLHAS M. caesalpiniifolia

As analises cromatograficas foram feitas em placas de silica gel 60 em
diferentes sistemas de solventes cloroférmio/metanol/n-propanol/agua, 5:6:1:4
(v:viv:v) e cloroférmio/metanol 85:15 (v:v).

Os flavonoides foram identificados por sua coloragéo intensa em luz UV
(254 nm) quando revelados com NP/PEG no sistema de solventes
cloroférmio/metanol (85:15, v:v) (WAGNER et al., 1984). Foram utilizados padroes
auténticos (Sigma) dos flavonoides (quercetina, catequina e rutina). Os testes para
taninos foram realizados segundo os procedimentos descritos por Simdes et al.
(2006) por meio da reagdao com a gelatina e Schneider (1990) na reagdo com sais
de ferro. Utilizou-se também, vapores de iodo e solugbes de CeSO, (saponinas e

terpenoides), lodoplatinato (alcaloides), vapores de aménia (antraquinonas e
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cumarinas) e anisaldeido/acido sulfurico (flavonoides, saponinas, terpenos,

esteroides, acidos galico e catequinas) (WAGNER et al., 1984).

4.2.12 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliacdo do poder sequestraste de radicais DPPH desenvolveu-se a
metodologia semelhante a proposta na literatura (BOUCHET et al., 1998; CAVIN et
al.,, 1998). As amostras foram depositadas em placas cromatograficas e os
resultantes foram entdo autografados com solugédo de (-caroteno a 0,05% (Sigma)
em cloroférmio (Merck). Apos cerca de trés horas, o [(-caroteno € oxidado pelo
oxigénio atmosférico, numa reagao fotoquimica, e a placa cromatografica volta a
sua cor original, com exce¢do das machas onde existem substancias com
atividade antioxidante, que continuam com a coloragdo amarela, evidenciando o
efeito protetor dessas substancias sobre o 3-caroteno. Outro ensaio realizado para
investigar a propriedade antioxidante de substancias envolvendo o uso de radical
livre DPPH também foi realizado, a placa foi pulverizada com solugdao de DPPH (4
mg/100mL) em metanol, segundo Wagner et al., 1984 e Simdes et al., 2006. A fase
movel utilizada foi a MeOH/CHCI3/H,O/nPOH.

No ensaio espectrofotométrico a atividade antioxidante do extrato
hidroalcoodlico 70% as folhas de Mimosa caesalpiniifolia (EHM) e as Fr-EtOAc, Fr-
BuOH e Fr-AgOH foram avaliadas pelo método do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH) (YAMAGUTI-SASAKI et al.,, 2007; AMAROWICZ et al., 2004). Nesse
método é preparada uma solugéo de 45 ug/mL de DPPH em metanol. As amostras
sdo preparadas adicionando-se 1 mL desta solucdo de DPPH a 2,5 mL de
solucdes das fases diluidas em metanol a concentracdes de 5, 10, 25, 50, 125 e
250 pg/mL. Apés 30 minutos, a absorbancia da solugao resultante foi lida em
espectrofotdbmetro em 517 nm. Foram utilizados como padrdo o acido ascorbico
(AA) e como branco o BHT (2 mg de BHT em 4 mL de MeOH com 0,5 mL de
solugdo de DPPH). Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média
dos dados obtidos foi calculada a diferengca de absorbancia entre a amostra e o
controle negativo e as atividades antioxidantes percentuais foram obtidas por

regressao linear, logaritimo ou exponencial para cada fase, chegando-se assim a
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concentracido necessaria para se obter 50 % do efeito antioxidante maximo
estimado de 100 % (IC s0) (MENSOR et al., 2001).

As atividades sequestrastes de DPPH das fases foram expressas em
porcentagem, segundo a equagao:
(%) =100 - [(Ac = At) x 100]/ Ac
Onde: Ac = absorbancia do controle; At = absorbancia das amostras com

diferentes concentracoes.

4.2.13 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS EM EXTRATO DE
HIDROALCOOLICO 70% (EHM) E DAS Fr-EtOAc, Fr-BuOH E Fr-AqOH OBTIDOS
DAS FOLHAS DE M. caesalpiniifolia

O teor de polifendis totais (PT) no EHM, Fr-EtOAc, Fr-BuOH e Fr-AqOH foi
estimado por ensaio colorimétrico baseado nos procedimentos descritos por Glasl,
(1983), com algumas modificagcdes (YAMAGUTI-SASAKI, 2007). Cerca de 0,134 g
de EHM, 0,086g de Fr-EtOAc, 0.027g de Fr-BuOH e 0,123g de Fr-AqOH foram
dissolvidos em agua (250 mL; SM), respectivamente. Uma aliquota de 5 mL foi
diluida em agua para 25 mL. Uma aliquota de 2 mL foi transferida para um balao
volumeétrico de 25 mL com 1 mL de reagente fenol de Folin-Ciocalteu e 10 mL de
agua, e o volume completado com solugao de carbonato de sodio a 14%. Apos 15
minutos foi medida a absorbéancia a 691 nm (PT). A agua foi utilizada como branco.

A porcentagem de polifendis totais foi determinada, em triplicata, como segue:

PT (%) = 15625 . Abs /100 . m

Onde: PT = polifendis totais (%); Abs = absorbancia; m = massa (g) de EHM, Fr-
EtOAc, Fr-BuOH ou Fr-AqOH.

4.2.14 Detector de arranjo de fotodiodo

O EHM, Fr-EtOAc, Fr-BuOH e Fr-AqOH das folhas de M. caesalpiniifolia foram

submetidos ao clean up. Para tal 15,0 mg de cada um deles foram ressuspendidos
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em 1 mL de H,O/MeOH (9:1, v/v) e submetidas a extracdo em fase solida (SPE)
em cartuchos (Supelco®) de fase reversa (C18) com 500 mg de adsorvente,
ativados com 4 mL de MeOH e equilibrados com 5 mL de H;O. Coletou-se-se a
fragdo eluida em H,O/MeOH (9:1, v/v). O volume final da fragado foi de de 5 mL.
Em seguida, a fragdo do extrato e das fragdes foram filtradas em disco de 0,45 pm
de poro (Millipore®) e analisadas por HPLC-PDA no Laboratério do Instituto de
Quimica — 1Q da UNESP de Araraquara/SP.

4.2.15 Espectrédmetro de massas

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrobmetro de massas
LCQ Fleet da Thermo Analitica, equipado com um dispositivo de insercéo direta da
amostra via analise por injecdo em fluxo continuo (FIA). O EHM e as Fr-EtOAc, Fr-
BuOH e Fr-AqOH foram analisadas no modo de ionizagao por electrospray (ESI) e
as fragmentagdes em multiplos estagios (MS2, MS3) realizadas em uma interface
do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geragdo e analise dos
espectros de massas em primeira-ordem (MS), bem como para os demais
experimentos em multiplos estagios (MSn), sob as seguintes condigdes: voltagem
do capilar —4 V, voltagem do spray -5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gas de
arraste (N2) fluxo 60 (unidades arbitrarias). A faixa de aquisigao foi m/z 50-1000,
com dois ou mais eventos de varredura realizados simultaneamente no
espectrometro de massas LCQ. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-
scan) do espectro de massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z
estabelecida. Os demais eventos foram experimentos MSn realizados a partir dos
dados da primeira varredura para ions precursores pre-selecionados com energia
de colisdo entre 25 e 30% da energia total do instrumento. O software Xcalibur
versao 1.0 (Thermo Scientific®) foi utilizado durante a aquisicdo e processamento
dos dados espectrométricos, analise realizado no Laboratério do Instituto de
Quimica — 1Q da UNESP de Araraquara/SP.
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4.3 ETAPA BIOLOGICA

Na avaliagdo microbiolégica foi avaliada as concentragdes inibitérias de
50% do crescimento (ICs) e 100% (ICi00). As determinagdes do perfil de
sensibilidade foram realizadas de acordo com a metodologia de microdiluicdo em
meio RPMI 1640 para leveduras conforme protocolo M27A3 (CLSI, 2008) e
microdiluicdo em caldo Mueller Hinton para bactérias conforme protocolo M7A6
(CLSI, 2003).

4.3.1. Derivados analisados

Extrato hidroalcodlico 70% das folhas (EHM) (10%, m/v); Fra¢des acetato
de etila (Fr-EtOAc), butandlica (Fr-BuOH) e aquosa (Fr-AqOH) do extrato etanol
70% das folhas. As amostras foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO). As
solugdbes em DMSO foram diluidas 100 vezes no meio de cultura utilizado no
ensaio, reduzindo a concentragéo final do solvente para 1%. O DMSO nesta
concentracédo e sem os derivados foi utilizado no ensaio como controle da dilui¢do.

As amostras foram testados em 10 concentragdes (ug/mL): 1000; 500;
250, 125, 100, 80, 40, 20, 10 e 5.

4.3.2 Microrganismos avaliados

Os ensaios foram realizados sobre leveduras e bactérias padroes
American Type Culture Collection (ATCC).
Leveduras do género Candida: Candida albicans ATCC 64548, Candida
albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258, Candida glabrata ATCC 90030,
Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 750.

- Bactérias Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 6538); Bacillus
cereus (ATCC 11778).

- Bactérias Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 25922); Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027).
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As amostras de bactérias foram mantidas em agar BHI e os fungos, em

agar Sabouraud, a 8°C, até o momento de realizagao dos testes.

4.2.3 Controles do ensaio

Os meios de cultura RPMI 1640 e Mueller Hinton acrescidos de DMSO nas
mesmas concentragdes finais propostas para os derivados foram utilizados como
controle negativo. As drogas padrdes utilizadas como controle positivo no teste
foram o antifungico Fluconazol (nas concentragdes em ug/mL: 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1;
0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125) e o antibiético Cloranfenicol (nas concentragdes
em ug/mL: 125; 62,5; 31,2; 15,6; 3,9; 1,95; 0,975; 0,487; 0,122; 0,06). Os ensaios

foram realizados em duplicata.

434 AVALIACAO CITOTOXICA PARA ADENOCARCINOMA MAMARIO
HUMANO MCF-7

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas linhagens em cultura
de células tumorais humanas de mama MCF-7. As células foram cultivadas em
meio de cultura RPMI, com 20% de soro fetal bovino e 100 U/mL de penicilina.
Estas foram cultivadas em placas de 96 pogos (1 x 10° cel/mL) e inativada a 37 °C

em atmosfera umida com 5% de CO..

4.3.4.1 Citotoxicidade celular

Foram inoculados 100 pL de células em RPMI SFB, nas suas respectivas
densidades de inoculagdo, em placas de 96 compartimentos e incubadas a 37 °C
em atmosfera umida com 5% de CO,. Apos 24 horas, o EHM e as Fr-EtOAc, Fr-
BuOH e Fr-AqOH foram adicionadas em concentragdes de 5, 20, 80, 160 e 320
pug/mL. Apés 48 horas as células foram fixadas com 50 pL de acido tricloroacético a
50% a 4 °C e incubadas por 1 hora a 4 °C. Em seguida as placas foram lavadas
com agua destilada e mantidas em temperatura ambiente até a secagem. A
coloragao foi entdo realizada pela adicdo de 50 pL de sulforrodamina B

(proliferagcéo) a 0,4 % dissolvido em acido acético a 1%, durante um periodo de 30
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minutos. As placas foram incubadas a 4 °C, lavadas quatro vezes com acido
acético a 1% e secas novamente em temperatura ambiente. O corante foi
solubilizado com solugdo de Trizma base (10 pM, pH 10,5) e a leitura
espectrofotométrica realizada em 540 nm em um leitor de microplacas (VICHAI,
2006). A coloragdo com hematoxilina-eosina foi feita para a analise morfoldgica
(PEDRO, 2006). A analise em Microscopia Eletronica de Varredura foi realizada no
Laboratério de Microscopia Eletrénica e Analise Ultra-estrutural (LME) no
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG, seguindo

o protocolo padrao do laboratério descrito por Alves (2004).

4.3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNIFAL-MG e
mantidos em camaras com temperatura controlada (20 + 2°C) em ciclos claro-
escuro de 12 horas, com agua e ragao ad libitun. Foram utilizados ratos Wistar
machos adultos (160-170g) aclimatados as condi¢ées do laboratério por 7 dias,
sendo agrupados ao acaso, em grupos de até 6 animais submetidos a jejum de 12

horas.

4.3.5.1 Teste do granuloma

Grupos de seis animais foram divididos em:

Grupo tratado com EHM 30, 100 e 300 mg/kg;

Grupo tratado com Fr-EtOAc 30 e 100 mg/kg;

Grupo tratado com Fr-EtOAc 30 e 100 mg/kg;

Grupo tratado com Fr-AqOH 30 e 100 mg/kg;

Grupo controle positivo tratado com dexametasona 5 mg/kg e

YV V. V V V V

Grupo controle negativo administrado solug¢ao salina.

Administrou-se por via oral, através de sonda intragastrica
respectivamente durante sete dias para todos os grupos tratados. Os animais
durante o estudo foram mantidos a uma temperatura de 20 + 2°C, e umidade
relativa 50-70% em um ciclo de claro e escuro de 12/12 horas. Tiveram livre

acesso ao alimento (dieta padrao para roedores) e agua. Todos os procedimentos
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foram realizados segundo recomendagbes do Comité Internacional para os
cuidados dos animais e estdo em acordo com o0s regulamentos nacionais

estabelecidos para a experimentagdo animal.

Implante dos blocos de algodéo

Os blocos de algodao com peso aproximado de 40 + 5 mg foram secos a
60°C durante 18 horas em estufa, posteriormente foram anotados os pesos e
esterilizados em autoclave. Utilizando a metodologia descrita por Bailey (1982), os
animais foram pesados e em seguida, injetados tiletamina (50 mg/kg) e xilazina (5
mg/kg) por animal, por via IM. A regido abdominal do rato foi lavada com sabéao,
raspada e desinfetada com solugdo anti-séptica PVPI. Fez-se uma incisdo em
torno de 6 mm na linha média da zona ventral, posteriormente separou-se
cuidadosamente a derme da parede do peritbnio e com o auxilio de uma pinga
hemostatica reta realizou-se tuneis até as laterais, de uma amplitude aproximada
de 1 cm e longitudinalmente de 5 cm, pela qual se introduziu o bloco de algodao.

Uma vez situado o bloco no final do tunel, o mesmo foi fechado com um
ponto externo para que o bloco de algoddo ndo se deslocasse. Repetiu-se o
procedimento anterior para as quatro extremidades do abdémen do rato, foram
implantados quatro blocos de algoddo em cada animal. Ao final dos implantes
suturou-se a incisédo inicial com pontos de seda cirurgica. Em seguida, aplicou
Nitrofurazona (unglento) para evitar o canabalismo e proteger os animais de
possiveis infeccbes. Apdés o ato cirurgico, os animais foram colocados
imediatamente em incubadora a 37 °C durante 3 horas (recuperagédo da anestesia).
Posteriormente foram colocados no local de permanéncia nas condi¢cdes padrao de

trabalho. Para evitar infeccdes foram mantidos em viruta estéril.

Extragéo do granuloma

Sete dias depois da implantagdo do bloco de algodao, os animais foram

novamente pesados, e procedeu-se a eutanasia para a extragcdo dos granulomas.

Apos serem cuidadosamente extraidos, os mesmos foram lavados com solugao
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fisiologica e colocados em placas de petri. Os granulomas foram secos em estufa a

60°C por 18 horas, e em seguida pesados em balanga analitica.

4.3.6 AVALIACAO ANTINOCICEPTIVA

Foram utilizados camundongos Swiss (20-25 g) machos e fémeas
provenientes do Biotério da UNIFAL-MG. Os animais fornecidos foram mantidos
em camaras com temperatura controlada (20 + 2°C) em ciclos claro-escuro de 12
horas, com agua e ragao ad libitun. Dez horas antes da realizagdo das

experiéncias, os animais foram privados de ragao.

4.3.6.1 Teste de Von Frey eletrénico

Nesse ensaio a intensidade do estimulo foi automaticamente registrada
quando os animais retiram as patas do transdutor. O estimulo da pata foi repetido
até que se conseguisse duas medidas similares. Colocou-se cada camundongo em
uma caixa de acrilico (12x10x17 cm de altura) por 30 minutos antes do teste.
Durante esse periodo de adaptacéao, as patas dos animais foram tocadas 2-3 vezes

com a ponta do transdutor e apds esse periodo, a leitura basal foi realizada.

O EHM foi solubilizados em CMC (1%, v/v) e administrado por via oral 1
hora antes da injecdo intraplantar de carragenina 100 pg/pata e registrou-se a
sensibilidade nociceptiva de cada animal depois de uma e trés horas da aplicagao
da carragenina (CUNHA et al., 2004). As doses administradas do extrato foram de

30, 100 e 300 mg/Kg peso de camundongo (n = 10).

4.3.7 TESTE DA ATIVIDADE EXPLORATORIA - TESTE DO CAMPO ABERTO

O modelo do campo aberto tem importante valor para testar agentes
farmacolégicos que produzem depressao do sistema nervoso central, podendo
ainda indicar atividades mais especificas como agao ansiolitica. O procedimento
utilizado foi descrito por Walsh & Cummins e colaboradores (1976). O aparato
consiste em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O ch&o da caixa foi

dividido em 12 quadrados iguais e os animais foram observados durante 5 minutos,
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sendo avaliados a atividade exploratoria (nUmero de quadrados cruzados com
todas as patas de cruzamentos), o numero total do levantar, o numero de auto-
limpeza e o tempo em que os animais permaneceram parados. Camundongos
foram tratados com o EHM (30, 100 e 300 mg/kg, v.o0), Fr-EtOAc (30, 50 e 100
mg/kg, v.o), Fr-BuOH (30, 50 e 100 mg/kg, v.0), Fr-AgqOH (30, 50 e 100 mg/kg, v.0),

diazepam (5 mg/kg, v.0) ou veiculo (10 mL/kg, v.0).

4.3.8 TESTE DA TOXICIDADE AGUDA E “SCREENING HIPOCRATICO”

Camundongos swiss foram divididos em dois grupos de animais adultos e
sadios (seis machos e seis fémeas-nuliparas e ndo gravidas). Em seguida, foram
administrados separadamente o EHM e as Fr-EtOAc, Fr-BuOH e Fr-AqOH .Os
animais foram tratados com uma dose unica de 5000 mg/Kg por animal e o grupo
controle foi tratado com salina (10 mL/Kg). Logo em seguida a administragao, os
animais foram observados durante, 30, 60, 120, 240 e 360 minutos. Apds essas
observagdes preliminares, os animais foram acompanhados por um periodo de 14
dias; nesse periodo os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais
para controle do consumo de agua, racdo e da excrecdo de fezes e urina. Foi
avaliada diariamente a ocorréncia de morte, alteracbes no peso corporal, pelo e
nas mucosas, assim como a presenga de diarréias, estereotipia, convulsdes ou
estado de depressao ou estimulagao central. Ao final do ensaio os animais foram
sacrificados em céamaras de CO; e alguns o6rgaos biopsiados. Figado, pulmao,
coracao e rins foram removidos, analisados macroscopicamente quanto a forma e
a possivel coloragao diferente dos 6rgaos dos animais controle. Os 6rgaos foram
também pesados em balanca analitica para avaliar possiveis alteragdes em
relagéo ao grupo controle (SOUZA BRITO, 1995).

4.4 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos em termos de média £ E.P.M As

comparagdes entre as médias foram realizadas através da ANOVA uma via,

seguida do pos-teste de Student-Newman-Keuls ou Dunnett. Valores de p menores



49

que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. As anadlises foram

realizadas por software estatistico (GraphPad Instat®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes visam as etapas Farmacobotanica,

Farmacognéstica e Biolégica das folhas de M. caesalpiniifolia Benth..

5.1 ETAPA FARMACOBOTANICA

Do ponto de vista macroscépico as caracteristicas das folhas recompostas
e foliolos citadas para a espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth., em levantamento
realizado por Carvalho (2007), foram confirmadas neste trabalho. As folhas
recompostas e foliolos apresentam caracteristicas proprias, contudo exibindo
tamanhos e formas variadas. Sao constituidos por peciolo, pecidlulo, caule, raque,
foliolos, limbo que constitui a parte da folha propriamente dita (Figura 3A), bainha,
estipula e normalmente com presenga de aculeos (Figura 3B) e pulvino (Figura
3C).

Peciolulo

(A)

Pulvino

“" Bainha

(B) ©)

Figura 3 - Mimosa caesalpiniifolia Benth.: A. Folhas compostas em foliolos ou pinas; B. Disposi¢ao
dos aculeos, estipula e bainha; C. Presenca de pulvino.
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O pulvino (Figura 3C), estrutura responsavel por movimentos foliares,
rapidos ou lentos, em resposta a estimulos externos ou enddgenos, constituem
uma caracteristica marcante das leguminosas. Os ajustes no posicionamento foliar
representam um mecanismo eficiente que permite a maximizagcado da fotossintese
em condi¢gdes adversas. Segundo Rodrigues e Machado, (2006), a maioria das
informacbes sobre a estrutura de pulvino refere-se a poucas espécies de
leguminosas, especialmente aquelas que apresentam movimentos rapidos.

Os foliolos sdo duplamente divididas com desenhos que lembram cauda
de peixe. Os foliolos partem da nervura central ou raque, conferindo a planta
aspecto caracteristico, 0 que ajuda na identificagcdo da M. caesalpiniifolia. Cada
foliolo comumente provida de quatro a oito foliolos glabros, opostos e discolores,
medindo de 3 cm a 8 cm de comprimento (Figura 3A) e quando amassadas entre
os dedos liberam um odor caracteristico.

O peciolo, continuacao da bainha, possui comprimentosde 2cma5cme
formas variadas. Alguns peciolos sdo curtos e outros longos. Apresenta corte
transversal arredondado na parte inferior e cébncavo na superior e com margens
lisas. O limbo ou lamina é a parte da folha, responsavel pela fotossintese e que
apresenta desenhos caracteristicos da familia. As estipulas subuladas medem
quase 3 mm; os peciolulos medem de 2 mm a 3 mm; apresenta aculeos
recurvados presentes ou nao (Figuras 3A e 3B).

Em média, seus foliolos basais sdo ovados e os apicais irregularmente
obovados (em cada pina), entre membranaceos e subcoriaceos e medem entre 5
cm a 6 cm, apresentam margem lisas e com pequenas ondulagdes (Figura 4), os
foliolos quando submetidos a secagem em estufa de ar circulante a 45°C

permaneceram com as mesmas caracteristicas morfologicas relatadas acima.

(A) (B)

Figura 4 - Aspecto foliolos geral da superficie dos ou pinas de Mimosa caesalpiniifolia Benth.:
A. Face abaxial; B. Face adaxial.
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Quanto a nervacdo, as nervuras primarias e secundarias sao salientes na
face abaxial e impressas na face adaxial, possui nervagdes reticuladas, na qual
sua venagao nao possui orientacdo determinada e nao permite distinguir a ordem
terciaria em relagdo a quaternaria. O padrao de nervacgao € do tipo craspeddédroma
simples, onde as nervuras secundarias e demais ordens finalizam na margem do

foliolo (Figura 5). Apresenta latex branco nos ramos e nas folhas jovens.

Figura 5 - Foliolo ou pina de Mimosa caesalpiniifolia Benth. demonstrando detalhes do padréo de
nervacao. Legenda: NP: nervura principal; NS: nervura secundaria. Barra: 1 cm.

Os caracteres anatdmicos dos 6rgdos vegetativos das plantas servem
como dados adicionais as caracteristicas morfolégicas externas, podendo ser
usados para resolver problemas taxonédmicos (METCALFE e CHALK, 1950). Em
uma planta, a folha é o 6rgao vegetativo que apresenta maior variagao estrutural, e
as variagbes em seus caracteres estruturais tém sido interpretadas como
adaptagdes a condi¢des ambientais. Revela grande valor o exame das epidermes,
nao so6 pela forma e grandeza das suas células, mas particularmente pelos outros
elementos ali encontrados, de estruturas muito variadas, em particular os
estdmatos, pelos e glandulas externas (COSTA, 1975).

A morfoanatomia vegetal constitui-se em um instrumento eficaz, pois,
através do aspecto descritivo, pode-se também colaborar para detecc¢ao de fraudes
ou ao uso de plantas erroneamente identificadas. Ha escassez de estudos sobre
morfologia e anatomia de espécies de Leguminosae, como as descri¢gdes
apresentadas por Solereder (1908) e Metcalfe e Chalk (1950), que apresentam
caracteristicas anatdmicas de relevancia taxondmica nas principais familias das
dicotiledbneas. Embora caracteres anatbmicos da familia Leguminosae,
Caesalpinioideae, Mimosoideae tenham sido estudados por alguns outros autores
(RODRIGUES e MACHADO, 2006; CARVALHO, 2007), as espécies do género

Mimosa carecem de estudos anatdmicos.
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Das espécies sul-brasileiras, foram publicados estudos descritivos apenas
para Mimosa bimucronata (MARCHIORI, 1980, 1993), Mimosa cruenta Benth.
(MARCHIORI, 1985), Mimosa daleoides Benth. (MARCHIORI, 1982), Mimosa
eriocarpa Benth. (CARNIELETTO e MARCHIORI, 1993), Mimosa scabrella Benth.
(RICHTER e CHARVET, 1973, MARCHIORI, 1980) e Mimosa sparsa Benth.
(MACCARI e MARCHIORI, 1994).

A estrutura anatdomica dos foliolos de Mimosa caesalpiniifolia Benth. é
desconhecida, existindo poucas referéncias sobre a mesma. O presente estudo
visa suprir esta lacuna e contribuir para o melhor conhecimento taxonémico do
género a que pertence.

Anatomicamente o foliolo, em vista frontal, apresenta células epidérmicas
da face adaxial, da regido intercostal, com paredes anticlinais levemente sinuosas
(Figura 6A e 6B). Na face abaxial, as células sdo comparativamente mais sinuosas
(Figura 6C e 6D).

= ?-.';p::

P i

Figura 6 - Vista frontal da epiderme do foliolo. A e B: Face adaxial. (Barra: 20 ym - MEV Barra: 100
pum), destacando o contorno poligonal das células. C e D: Face abaxial (Barra: 20 ym -
MEV Barra: 100 ym). Legenda: Es: estdmato; Nv: nervura; Cs: células epidérmicas.

Os estdbmatos sédo do tipo ranunculaceo (anomociticos), lateados por trés

ou mais células paraestomaticas (Figura 6C), encontram-se exclusivamente na
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face abaxial, caracterizando o foliolo como hipoestomatico, quando se compara
com os estudos de Rodrigues & Machado, (2006) as espécies Mimosa rixosa e
Mimosa flexuosa nao apresentaram estdmatos.

Na face adaxial, a cuticula que reveste a epiderme é relativamente
delgada e levemente estriada e apresenta cera epicuticular com aspecto de

pequenas escamas (Figura 7).

Figura 7 - M. caesalpiniifolia Benth., detalhe da face adaxial foliar, evidenciando cera epicuticular
(MEV Barra: 10 um).

Em seccdo transversal, o foliolo apresenta mesofilo heterogénio
dorsiventral com epiderme uniestratificada em ambas as faces. O floema é
constituido por elementos de tubo crivado, células companheiras e células de
parénquima axial, além de células de parénquima radial. Os raios parenquimaticos
que atravessam o xilema e o floema e atingem a bainha de fibras septadas sao
poucos nitidos o que confirma em estudos com espécies de Mimosaceae
(RODRIGUES et al., 2006) (Figura 8 e 9).

Em seccdo transversal, o foliolo apresenta mesofilo heterogéneo
assimétrico com epiderme uniestratificada em ambas as faces. O floema é
constituido por elementos de tubo crivado, células companheiras e células de
parénquima axial, além de células de parénquima radial. Os raios parenquimaticos
que atravessam o xilema e o floema e atingem a bainha de fibras septadas sao
poucos nitidos o que confirma em estudos com espécies de Mimosoideae
(RODRIGUES et al., 2006) (Figura 8 e 9).
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Figura 8 - M. caesalpiniifolia Benth.. Secgédo transversal do mesofilo dorsiventral, mostrando
epiderme, parénquima paligadico e fundamental, xilema e floema (Ep.s: epiderme
superior; Ep.i: epiderme inferior; Pf: parénquima fundamental; PP: parénquima
palicadico; Fl: floema; Xi: xilema). Barra = 100 uym .

Figura 9 - Foto de M. caesalpiniifolia Benth. Secgéo transversal do mesofilo dorsiventral. (Eps:
epiderme superior; Pp: parénquima paligadico; Pe: parénquima esponjoso; Vs: feixes
vasculares). *Espacos vasculares. Barra = 20 uym .

O parénquima paligadico é constituido de células alongadas, porém sao
células pequenas e nao se apresentam tao justapostas. O parénquima lacunoso,
apresenta de cinco a sete camadas de células de tamanhos variados e espacgos
irregulares (Figura 8 e 9), onde ocorre grande quantidade de idioblastos fendlicos
ao longo de toda a estrutura foliar, nas células dos parénquimas palicadico e
fundamental do mesofilo e no parénquima cortical da nervura central e presenga de
células volumosas com nucleos conspicuo. Estes conteudos fendlicos nos
vacuolos das células epidérmicas foram relatados em estudos de Rodrigues et al.,

(2006) nas espécies de Mimosoideae, especificamente em Mimosa rixosa e
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Mimosa flexuosa, na qual se mostrou abundante, evidenciado com a coloragao
pelo azul de toluidina e pelo teste com o cloreto férrico. Cristais de oxalato de
calcio na forma de drusas nao foram observados nas células endodérmicas dos
foliolos de M. caesalpiniifolia.

O sistema vascular é constituido por um feixe colateral maior na nervura
central e feixes colaterais menores no restante do foliolo. Seus tricomas tectores
foram evidenciados na face abaxial, sendo constituidos de células alongadas e de
paredes espessas e ponta aguda na qual sdo apéndices variaveis da epiderme e
podem ser utilizados para fins taxonémicos (Figura 10 e 11). A presenga de
tricomas € importante na adaptagdo a ambientes xéricos, pois eles mantém uma
superficie saturada em vapor d’agua sobre a folha, o que ajuda na diminuigdo da
temperatura e transpiragado foliar, que interferem na assimilagdo de CO, (FHAN,
1986; EHLERINGER e MOONEY, 1978).

Figura 10 - M. caesalpiniifolia Benth.. Microscopia eletronica de varredura. Detalhe de um corte
transversal de mesofilo. Tricoma tector sobre a epiderme da nervura mediana, face
adaxial. (Ad: face adaxial; Fi: fibras; Pl: parénquima lacunoso; Pp: parénquima
palicadico; Tt: tricoma tector; Ep.s: epiderme superior; Ep.i: epiderme inferiror). Barra:
100 pm.
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Figura 11 - M. caesalpiniifolia Benth.. Detalhe do tricoma tector. Barra = 50 ym.

De acordo com Esau (1985), células epidérmicas com paredes sinuosas
ocorrem em decorréncia das condigdes ambientais com luz e umidade. Alvarez et
al., (2005) afirmam que as diferengas no grau de sinuosidade das paredes das
células epidérmicas e na estrutura das paredes celulares sdo comuns nas espécies
de cerrados e podem estar relacionadas com a economia de agua, o que foi
evidenciado nos caracteres morfoanatémicas dos foliolos de M. caesalpiniifolia
Benth.. Medri e Lleras (1980) concordaram que a menor sinuosidade da parede
celular pode estar relacionada as caracteristicas adaptativas contra a perda
excessiva de agua, sendo encontrada nas espécies mais expostas a radiagao
solar. Segundo Watson (1942) em plantas de sol e de ambientes xéricos as células
epidérmicas, especialmente as da face adaxial apresentam contorno reto e, nessas
folnas a cuticula e as paredes celulares se espessam e ficam rigidas mais
rapidamente, ao contrario do que ocorre nas folhas de sombra, nas quais as
paredes celulares permanecem delicadas, favorecendo o desenvolvimento de
acentuadas ondulacoes.

Em ambientes xerofiticos, como a caatinga, as plantas desenvolvem
caracteres morfoanatdmicos proprios que as permitam sobreviver sob condi¢cdes
especiais, sobretudo com elevada luminosidade. As estratégias estruturais visam a
diminuicao dos efeitos danosos causados pela irradiagao solar direta sobre a folha
e atuam como refletores da luminosidade excessiva (FAHN e CUTLER, 1992).

Segundo Silva et al., (2011), em estudos de espectrorradiometria foliar a

espécie Mimosa sp., apresenta comportamento espectral em valores de
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absorbancia na regido do azul, nas faixas compreendidas entre 400 e 500 nm
(azul) e 600 a 700nm (vermelho), diferenciando de modo mais evidente na regiao
do vermelho, onde esta espécie destacou pela maior absorgéo. A reflectancia de
Mimosa sp., além de ser maximizada pela participacao de cristais, é auxiliada pelos
espacos existentes entre as células do parénquima lacunoso. De acordo com Sims
e Gamon (2002) e Carrielo et al. (2003), o aumento da reflectancia também pode
ser consequéncia do aumento na quantidade e dimensdes dos espagos
intercelulares e do tamanho das células do tecido clorofiliano.

Essas estratégias funcionais de reflectancia, parecem ser facilitadas pela
presenca de tricomas e cristais (drusas) e maior quantidade de espagos
intercelulares e cristais (monohidricos) (SILVA et al.,, 2011), o que podemos
também sugerir estas estratégias de reflectdncia nos foliolos de M.
caesalpineafolia, uma vez que apresentou estruturas com espacos intercelulares e
presenca de tricomas.

As folhas de M. caesalpiniifolia Benth. sdo ecologicamente adaptadas,
além de suas propriedades medicinais, sdo também consumidas pelos animais em
pastejo, pois possuem alto teor de proteina bruta. A presenga de maiores
quantidades de tecidos vasculares lignificados ou esclerenquimaticos proporciona
menores taxas de digestibilidade ou redugdo na area degradada por
microorganismos ruminais (WILKINS; 1972). Segundo, AKIN et al., (1973)
constataram que a presenca ou a quantidade de determinados tecidos influéncia
na digestibilidade de uma forrageira, sugerindo diferenciadas taxas de degradacéo,
em relagcdo aos diferentes tecidos vegetais o que contribui para a melhor
compreensao dos fatores morfoanatomicos da espécie em estudo.

Na epiderme dos foliolos de M. caesalpiniifolia Benth. perceber-se que as
células adaxiais sao maiores que as abaxiais. Entre essas epidermes destacam-se
os feixes secundarios, o que dificulta o transito de microorganismos entre as
células do mesofilo. Visivelmente, a parede das células adaxiais € mais grossa que
as paredes das células abaxiais, sendo mais um indicio de que a digestdo dos
foliolos de M. caesalpiniifolia Benth. inicia-se pela regiao abaxial.

As caracteristicas da cuticula e das formacgbes epicuticulares sao
marcadores anatomicos relevantes na diferenga entre espécies vegetais
(DICKSON, 2000; FAHN, 1990). Em M. caesalpiniifolia a cuticula, presente nos
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foliolos, € evidenciada em toda a sua extenséo e apresenta espessura significativa.
Esta caracteristica a diferencia de plantas medicinais como Mimosa rixosa Mart. e
Mimosa flexuosa, em que a cuticula se mostra menos espessada nas diferentes
regides da epiderme foliar (RODRIGUES et al., 2006).

A ocorréncia de vacuolos com conteudo fendlico nas células epidérmicas
nos foliolos de M. caesalpiniifolia Benth., e das espécies de Caesalpinioideae e
Mimosoideae pode estar relacionada com a manutencao da estrutura e integridade
de células e tecidos, além da protec&o contra a radiagao solar elevada (LARCHER
2000, MACHADO e RODRIGUES 2004), condicao tipica do Cerrado. Além disso,
substancias fendlicas podem fornecer protegao contra herbivoria (LANGENHEIM et
al.,1982). Segundo diversos autores, substancias fendlicas, especialmente taninos
e flavonoides compostos presente nos foliolos de M. caesalpiniifolia Benth., estdo
presentes nos vacuolos das células motoras dos vegetais e intervém na
estocagem e liberacdo de ions, especialmente do potassio (TORIYAMA e
KOMADA 1971, CAMPBELL et. al., 1979, FLEURAT-LESSARD 1988, MOYSSET
& SIMON 1991) e do calcio, o qual esta envolvido na agregacéo dos componentes
do citoesqueleto, particularmente dos microfilamentos de actina (KAMEYAMA et
al., 2000, YAMASHIRO et al., 2001).

Os caracteres morfoanatdomicos dos foliolos de Mimosa caesalpiniiafolia
Benth. permitem concluir a formulagdo das estruturas anatbmicas que séo
altamente evolutivas, tipica da familia Fabaceae, indicando a inser¢cao da espécie
na sub-familia Mimosoideae e contribuindo de modo efetivo no controle de
qualidade da droga vegetal, a qual sera utilizada, futuramente, para a produgéo de

medicamentos fitoterapicos.

5.2 ETAPA FARMACOGNOSTICA

Seguindo as exigéncias da resolucao ANVISA - RDC n° 14/2010, e a
auséncia de estudos de avaliagado da qualidade, foram realizados testes na droga
vegetal das folhas de Mimosa caesalpiniifolia, em consonancia com as exigéncias
legislativas, para que possa colaborar com preceitos da qualidade para a droga

vegetal proposta, visando obter um produto com maior seguranca.
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Apos a identificagdo, etapa importante na avaliagdo da qualidade da droga
vegetal, o material botanico foi submetido a secagem. A secagem tem por
finalidade a conservagao da droga vegetal, uma vez que a retirada de agua impede

possiveis reagdes de hidrdlise e o crescimento microbiano (SIMOES et al., 2006).

5.2.1. Caracterizacéo fisica, fisico-quimica e quimica do p6 das folhas de M.

caesalpiniifolia

A moagem possibilitou reduzir mecanicamente o material vegetal a
pequenas dimensdes, preparando-o, assim, para a proxima etapa, a extracio.
Particulas com pequenas dimensdes aumentam a area de contato entre o material
sélido e o liquido extrator, tornando, desta forma, mais eficiente a operacéo de
extracdo (DAR, 1981; SIMOES et al., 2006). As folhas de M. caesalpiniifolia foram
submetidas a moagem em moinho de facas.

A determinacdo da distribuicdo granulométrica do p6é das folhas de
Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Mimosaceae), além de contribuir como analise de
caracterizagdo da matéria prima vegetal, demonstrou especificagbes de acordo

com a Farmacopéia Brasileira V (2010).

A Tabela 1 e figura 12 mostram que o didmetro médio de particulas situou-
se entre 250+16 mm, caracterizando um p6 semi-fino (WHO, 1998). Segundo a
literatura (LIST e SCHMIDT, 2000), o tamanho das particulas da droga pulverizada
representa uma influéncia direta sobre a efici€éncia no processo extrativo, pois para
aqueles que envolvem filtragdo, o pd muito fino (abaixo de 125 mm) pode favorecer

o entupimento do filtro.
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Tabela 1 - Frequéncias percentuais, frequéncias cumulativas e tamanho médio das particulas na

analise granulométrica de M. caesalpiniifolia.

Abertura da
malha (mm)

125
180
250
500
710
850
Tamanho médio

dav : Média, formula de VOIGT (1993).

Abertura
média (mm)

62,5
153,5
215
375
605
780
850

Fragao retida
acumulada (%)

3,26
19,67
40,04
72,46
78,46
79,48
79,55

Teor de
amostra (%)
23,71

16,41
20,37
32,42
6,00
1,01
0,07

dav * DP (mm)

14,821+834010,330
25,018+156067,690
43,799+25004,686
121,587+506333,633
36,31245756270,280
7,894+284268,118
0,600+ 25417,820
250 £16

Figura 12 - Tamanho médio das particulas do p6 das folhas de M. caesalpiniifolia.

E importante que a matéria prima vegetal

esteja suficientemente

pulverizada para que se consiga um rendimento 6timo no processo de extragao

dos constituintes quimicos de interesse farmacéutico. A granulometria da matéria

prima vegetal € o parametro que determina a superficie de contato disponivel para

a interacdo com o solvente utilizado na obtencdo de preparagdes intermediarias

liquidas, como tintura e extratos.

Na tabela 2 aborda os parametros farmacogndsticos do p6 das folhas de

M. caesalpiniifolia.

Tabela 2 - Analises farmacognésticas do p6 das folhas de M. caesalpiniifolia.

Parametro

Resultados obtidos
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Densidade do po6

1) Método da proveta 0,312+0,01 g/mL
2) Peso das capsulas 0,323+0,004 g/mL
Perda por secagem 91,5%0,06
Perda por dessecacgao 7,05%+0,07
Teor de cinzas totais 5,1%0,08
Teor de cinzas insollveis em acido 1,25%+0,03
Teor de residuo seco 2,3%+0,04
Teor de extrativos em etanol 10,12%+0,62

A densidade foi de 0,312+0,01 pelo método da proveta e de 0,323+0,004
pelo método do peso médio das capsulas, ndo sendo observada diferenca
significativa (p = 0,2028, teste t-Student) entre os valores obtidos pelos dois
meétodos.

O teor de agua foi de 7,05%+0,07, estando dentro dos limites aceitaveis
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), pois alto teor de agua residual no po6 da
planta pode propiciar a contaminagdo por microrganismos e degradagao dos
componentes quimicos. Pode-se afirmar que os valores caracteristicos da perda
por dessecagdo, além de informacédo importante do ponto de vista tecnoldgico,
servem também como parametro de avaliagdo da qualidade.

Quanto a determinagdo do teor de cinzas totais e insoluveis, utilizou-se
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (folhas), como um parametro
comparativo, devido a presenca de taninos e flavonoides que esta espécie possui,
visto que essas classes de compostos quimicos estdo presentes nas folhas de M.
caesalpiniifolia e sao responsaveis por atividades farmacolégicas (TOLEDO, 2002).
Os teores encontrados foram: 6,3+0,03% e 1,51£0,05% para S. adstringens e 5,1%
10,08% e 1,2+0,03% para a M. caesalpiniifolia. Em se tratando de drogas vegetais,
o principal objetivo deste tipo de ensaio é a verificagdo de impurezas inorganicas
ndo-volateis que podem estar presentes como contaminantes (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; SIMOES et al, 2006). O teor de residuo seco foi de 2,3%+0,04
e teor de extrativos em etanol (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) foi de 10,12%
+0,62.
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Plantas medicinais produzem diferentes classes de substancias quimicas
(alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas, entre outras) e a fazem em diferentes
proporgoes, dependendo do habitat, do regime de chuvas, da insolagdo, do solo,
enfim, das caracteristicas edafo-climaticas. Entretanto, algumas substéancias
quimicas sado bastantes caracteristicas para um determinado vegetal, e desta
forma podem servir como parametro para sua caracterizacao e identificacao.

As analises fitoquimicas preliminares, realizadas com o EHM e as Fr-
EtOAc, Fr-BuOH e Fr-AqOH das folhas de M. caesalpiniifolia, mostram grupos de
substancias quimicas que podem ser empregadas para a caracterizacdo da
matéria-prima (Tabela 3).

A presenca de taninos e flavonoides, por exemplo, no barbatiméao,
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, € uma caracteristica de identificacdo
do vegetal, visto que essa classe de compostos quimico o responsavel pela
atividade farmacolégica (SOULIMANI et al., 1997; TOLEDO, 2002).

Tabela 3 - Triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico 70% (EHM) e das fragbes acetato de etila
(Fr-EtOAc), butandlica (Fr-BuOH) e aquosa (Fr-AqOH) das folhas de M. caesalpiniifolia

Benth..
EHM Fr-EtOAc Fr-BuOH Fr-AqOH

Classes de

compostos Presenga/Auséncia Presencga/Auséncia Presenca/Auséncia Presenga/Auséncia
Flavonoides ++ ++ ++ ++
Triterpenos + - - -
Esteroides - - - -
Acido gélico ++ ++ ++ ++
Catequinas ++ ++ ++ ++
Saponinas - - - -
Alcaloides - - - -

Antraquinona - - - -
s

Cumarinas - - - -

(+) Fraco positivo; (++) Forte positivo; (-) Auséncia.

5.2.2 Atividade antioxidante
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Existem diferentes modelos para avaliacdo da atividade captora de
radicais e da atividade antioxidante, principalmente envolvendo reagdes quimicas
in vitro. Nos modelos utilizados s&o ensaios quimicos in vitro, de baixo custo,
simples, rapidos e com boa reprodutibilidade para a pesquisa de novos compostos
antioxidantes e captores de radicais livres (IOSET et al., 2001; VICENTINO e
MENEZES, 2007; NUNES et al., 2008; MORAIS et al., 2009).

A propriedade antioxidante do EHM, Fr-EtOAc, Fr-BuOH e Fr-AqOH (1 ug)
na autografia, mostraram agao protetora significativa sobre -caroteno, uma vez
que esta atividade € mais especifica a compostos fendlicos do tipo flavonoides,
enquanto Fr-AqQOH apresentou baixa intensidade ativa.

Na triagem cromatografica o DPPH apresenta coloragdo violeta, tendo
absorcao em 517nm. Quando reduzido torna-se amarelo. A redugao ocorre quando
existem substancias capazes de doar hidrogénio radicalar ao DPPH dando origem
a outro estavel, o que é associado a propriedade antioxidante (BLOIS, 1958).
Podem-se observar manchas/rastros amarelos indicativos de atividade antioxidante
no EHM bem como nas fragdes acetato de etila (Fr-EtOAc) e butandlica (Fr-BuOH),
sendo que a fragdo aquosa (Fr-AqOH) apresentou baixa atividade, comparando-se

com os padrdes quercetina e acido ascérbico (Figura 13).

Figura 13 - Cromatograma do extrato e das fracdes de M. caesalpiniifolia Benth. revelados com
DPPH (4mg/100mL). Legenda: 1. Fr-AqOH, 2. Fr-BuOH. 3. Fr-EtOAc, 4. EHM, 5.
Quercetina (padrdo); 6. Acido ascorbico (padréo).

Os resultados mostraram que a capacidade antioxidante pelo método
quantitativo do radical DPPH foi diretamente proporcional ao teor de polifendis

totais (Tabela 4 e Figura 14). A Fr-EtOAc apresentou alto teor em polifendis totais e
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uma correlacao direta com a capacidade antioxidante em termos de ICs,, quando
comparada ao padrao de acido ascérbico (AA), sendo este valor significativo com
os relatos na literatura para outras mimosaceas. Ao contrario desta observacao é a
correlacdo com a fase aquosa, que demonstrou uma baixa capacidade antioxidante
(ICs0) com um baixo teor em polifendis totais.

Tabela 4 - Atividade antioxidante de extrato, fragdes das folhas de M. caesalpiniifolia Benth., padrao
na reducédo do radical DPPH e o teor de polifendis totais (PT).

EHM Fr-EtOAc* Fr-BuOH* Fr-AqOH AA
[ ] ug/mL
5 23,45%1,4 12,45+0,3 25,56%0,3 66,43+0,43 70,8521
10 37,9111 23,78+1.3 36,13+0,8 66,50+0,32 75,06+0,94
25 63,74+0,8 54,52+2,1 59,42+1,0 71,3217 92,03+1,1
50 78,02+2,2 58,32+0.9 75,03+0,33 76,13+2,2 93,01+0,34
125 75,72+1,3 56,12+1,2 70,32+0,93 82,43+2,6 93,32+1,5
250 65,82+0,4 42,05+1,6 62, 91+1,0 83.02+1,0 94,21+1,1
ICso 28,51+1,54 20,08+0,30 26,05+0,42 38,35+1,10 6,82+0,48
PT 65,90+0,64 72,29+1,10 67,57+0,11 21,32+0,41 -

*ANOVA, estatisticamente significante P<0,01; EHM = extrato hidroalcodlico; Fr-EtOAc = fragao
acetato de etila; Fr-BuOH = fracdo butandlica; Fr-AqOH = fracdo aquosa; AA = acido ascorbico;
ICs = expressa a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentragao inicial
de DPPH; PT = polifendis totais.

M7

Fr-AqOH |

Fr-BuOH

FI"-EtOAC EEEEEEE NN .

EHM

IC50 (4 g/mL)

Figura 14 - Comparacgdes dos valores de ICs, do extrato e fragbes das folhas de M. caesalpiniifolia
Benth.. EHM = extrato hidroalcoolico 70%; Fr-EtOAc = fragdo acetato de etila; Fr-BuOH
= fragdo butandlica; Fr-AqOH = fracdo aquosa; AA = acido ascorbico.
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Os métodos utilizados para avaliacdo do potencial antioxidante do extrato
de folhas de M. caesalpiniifolia demonstraram resultados concordantes entre si,
sendo possivel afirmar que a Fr-EtOAc apresenta maior capacidade antioxidante,
significativa para P<0,01, em comparagédo as Fr-BuOH, EHM e Fr-AqOH, devido,
possivelmente, ao conteudo maior em substancias polifendlicas. A capacidade
antioxidante relativa ou total da Fr-EtOAc foi estatisticamente comparavel com o
acido ascorbico, o que denota o potencial desta fracdo, provavelmente pela
presenca marcante dos taninos condensados e flavonoides o que se evidencia nos
espectros de massas realizados. Estes dados demonstram que quanto maior o
numero de hidroxilas fendlicas presentes na substancia, maior € a capacidade de
sequestro de radicais livres, principalmente, em substédncias com propriedades
diméricas (MELLO et al., 1996).

O potencial antioxidante e o teor de polifendis totais podem promover
investigacdes uteis e correlacionar, por exemplo, com a atividade anti-inflamatéria.
Varios trabalhos na literatura sugerem uma correlagdo entre antioxidante e anti-
inflamatorio, ou seja, alguns extratos vegetais reduzem inflamacdées e o
recrutamento de células polimorfonucleares (PMN), presentes nos tecidos
inflamados (RODENAS et al., 2000; THAMBI et al., 2006), além destas
propriedades ha um grande interesse na possibilidade de serem utilizadas em
varias doengas degenerativas, como envelhecimento prematuro, cicatrizante,
cancer, entre outras (HASLAM et al., 1992).

Assim, é possivel estabelecer correlagcbes entre a capacidade antioxidante
do extrato/fracbes de M. caesalpiniifolia e a atividade de sequestro de radicais
livres de espécies vegetais contendo taninos e flavonoides, demonstrando a

eficiéncia desta classe de compostos na captura destes radicais.

5.2.3 Detector de arranjo de fotodiodo

As figuras 15, 16 17 e 18 a seguirem mostram os perfis cromatograficos
com os respectivos espectros representativos das classes de substancias obtidos

no UV. Cada cromatograma foi processados em um comprimento de onda em que
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apareceram um maior numero de substancias, ou seja, os comprimentos de onda

selecionados sdo os que melhor representam o extrato e fragdes.

11 4

Figura 15 - Cromatograma de separagédo dos constituintes quimicos presentes no EHM das folhas
de Mimosa caesalpiniifolia Benth.. Clean-up por SPE-RP18, eluida com H,O: MeOH 9/1,
v/v), obtidos por HPLC-PDA (Jasco®), Coluna Phenomenex® Synergi Hydro RP-18
(250 x 4,6mm i.d.; 4um), fluxo 1,0 mL.min-1 , Solventes: A=H.O, B=MeOH ambos com
TFA 0,05%. Sistema de eluicdo gradiente linear 0-100% de B em 60 minutos e
espectros no UV das classes mais proeminentes.
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Figura 16 - Cromatograma de separagdo dos constituintes quimicos presentes na Fr-EtOAc das
folhas de Mimosa caesalpiniifolia Benth.. Clean-up por SPE-RP18, eluida com H,O:
MeOH 9/1, v/v), obtidos por HPLC-PDA (Jasco®), Coluna Phenomenex® Synerqgi
Hydro RP-18 (250 x 4,6mm id.; 4um), fluxo 1,0 mL.min-1 , Solventes: A=H.0,
B=MeOH ambos com TFA 0,05%. Sistema de eluicao gradiente linear 0-100% de B em
60 minutos e espectros no UV das classes mais proeminentes.
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Figura 17 - Cromatograma de separagado dos constituintes quimicos presentes na Fr-BuOH das
folhas de Mimosa caesalpiniifolia Benth.. Clean-up por SPE-RP18, eluida com H:O:
MeOH 9/1, v/v), obtidos por HPLC-PDA (Jasco®), Coluna Phenomenex® Synergi
Hydro RP-18 (250 x 4,6mm i.d.; 4um), fluxo 1,0 mL.min-1 , Solventes: A=H.0,
B=MeOH ambos com TFA 0,05%. Sistema de eluicdo gradiente linear 0-100% de B em
60 minutos e espectros no UV das classes mais proeminentes.
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Figura 18 - Cromatograma de separagédo dos constituintes quimicos presentes na Fr-AqOH das
folhas de Mimosa caesalpiniifolia Benth.. Clean-up por SPE-RP18, eluida com H:O:
MeOH 9/1, vl/v), obtidos por HPLC-PDA (Jasco®), Coluna Phenomenex® Synergi
Hydro RP-18 (250 x 4,6mm id.; 4um), fluxo 1,0 mL.min-1 , Solventes: A=H0,
B=MeOH ambos com TFA 0,05%. Sistema de elui¢ao gradiente linear 0-100% de B em
60 minutos e espectros no UV das classes mais proeminentes.

Com o auxilio do detector de arranjo de fotodiodos (PAD) acoplado ao
sistema HPLC, detectou-se que o extrato e fragcdes das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia, apresentam grande complexidade e diversidade na composicao
quimica da matriz, avaliada pelo grande numero de picos eluidos ao longo da
corrida cromatografica.

Com o auxilio do HPLC-PAD, pdde-se processar os dados cromatograficos
e obter os cromatogramas em comprimentos de onda seletivos para uma
determinada classe de metabdlito secundario. A verificagdo da presenca de
flavonoides e derivados de acidos fenodlicos foi constatada pela presenca de
espectros com bandas caracteristicas dessas classes em todos as amostras

analisadas.
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Derivados de acidos fendlicos apresentam uma unica banda de absorgao
referente ao sistema benzilico, com maximo na regido do UV variando entre 260-
280 nm (Figura 19; STICHER et. al., 2008). Flavonoides, por sua vez, sao
reconhecidos por apresentarem no geral, duas bandas de absorgéo referentes aos
dois sistemas aromaticos encontrados em agliconas; a Banda Il, com maximos na
faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel A e a Banda |, com maximos na
faixa espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel B (Figura 20; MERKEN e
BEECHER, 2000). A Banda | é associada a absor¢ao do Anel B, que possui o
sistema cinamoil com maior extensdo da conjugacao eletrénica. A banda Il é
atribuida ao Anel A, que envolve a absorcdo do sistema benzoil de menor

conjugacao (Figura 20).

mAU

600

Figura 19 - Espectros na regido do UV para padrbes de A) acido galico, B) quercetina.

Sistema Benzoil :
q)

i

| Sistema Cinamoil

Figura 20 - Estrutura de um flavonol com sistema benzoil e cinamoil.



72

O perfil cromatografico tragado por HPLC-PDA é de grande utilidade no
estudo de extratos polares, pois com o perfil € possivel ndo s6 determinar a classe
de substancias, mas também identificar substdncias conhecidas através da
comparagao do tempo de retencao (Tr) e espectro no UV com padrdes auténticos

(comerciais ou ja isolados).

5.2.4 Espectrometria de massas

Inumeros trabalhos descritos na literatura mostram que a espectrometria
de massas (MS), na maioria das vezes acoplada a um sistema HPLC, tem se
destacado como uma poderosa ferramenta de estudos de biodiversidade (ZEEB et
al., 2000). Ela é empregada em aplicagbes de ordem qualitativa e quantitativa para
analitos de baixo e/ou alto peso molecular, encontrados em matrizes complexas
em que o HPLC é o sistema de separacdo de escolha e o espectrdmetro de
massas fornece a seletividade e sensibilidade para gerar a informagao quantitativa
e/ou informacgao estrutural que nao pode ser obtida com outros tipos de detectores.

Catequinas e taninos condensados sado frequentemente analisados nos
modos positivo (WU et al., 2005) e negativo (GU et al., 2003) e varias sé&o as
interfaces empregadas para a geracdo desses ions, sendo a ionizagao por
electrospray (ESI) a interface mais utilizada. Ela é reconhecida como uma técnica
de ionizagao branda e possibilita a investigacdo dos mais diversos tipos de
matrizes em fase gasosa, incluindo analitos que exibem alta polaridade,
viabilizando assim a caracterizacao estrutural com quantidades minimas de uma
determinada amostra (ARDREY, 2003), as figuras de 21 a 26 representam os

espectros de massas acoplada a um sistema HPLC.
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Figura 21 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan do EHM de M.
caesalpiniifolia no modo positivo. Presencga de catequinas (C1sH14Os. PM: 290) e seus
derivados.
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Figura 22 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan da Fr-EtOAc de M.
caesalpiniifolia no modo positivo. Presenga de catequinas (C1sH14Os. PM: 290) e seus
derivados (agliconas: CzsH3015 — PM: 612,8; C27H34014 — PM: 582; pentose: CsoH26014
— PM: 562).
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Figura 23 - Fragmentagcdo MS/MS do ion precursor de m/z 582,76 produziu o pico m/z 289,11
correspondente a aglicona da Fr-EtOAc.
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Figura 24 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan da Fr-BuOH de M.
caesalpiniifolia no modo positivo. Presenca de catequinas (C1sH14Os. PM: 290) e seus
derivados (agliconas: CzsH3c015 — PM: 612,8; C27H34014 — PM: 582; pentose: CzoHz6011

— PM: 562).
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Figura 25 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan da Fr-AqOH de M.
caesalpiniifolia no modo positivo. Presenca de catequinas (C1sH14Os. PM: 290) e seus
derivados (agliconas: C,7H34014 — PM: 582).
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Figura 26 - Espectros de massa full scan de fragmentacdo das folhas de M. caesalpiniifolia.
Presencga correspondem uma molécula desprotonada de catequina.

Na identificagdo dos metabdlitos secundarios de M. caesalpiniifolia, foi

possivel detectar a presenca de flavonoides e outros compostos fendlicos em

geral. O espectro de massas do extrato e suas fragdes apresentaram fragmentos

correspondentes a compostos como a catequina (Figuras 21 a 26). Foi possivel
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observar o ion m/z 289 em todas as fracbes de M. caesalpiniifolia, os quais estdo
de acordo com a formula molecular CisH1Os que correspondem uma molécula
desprotonada de catequina.

O conjunto de dados fornecido pelo espectro de massas corroboram com
dados da literatura (PESSUTO et al., 2009) em que confirmam a identificacdo de
catequinas e seus derivados em outras espécies de Mimosa, podemos citar M.
arenosa e M. tenuiflora que apresentam taninos condensados que sao constituidos
por mondmeros do tipo catequina (PlZZI, 1993). Essas informagdes s&o relevantes,
pois até o momento ndo ha estudos que evidencie a presenca desses metabolitos
nas folhas de M. caesalpiniifolia. Esses dados podem vir a serem uteis nos

estudos quimiotaxondmico da espécie.

5.3 ETAPA BIOLOGICA

Na avaliagcdo microbiolégica as concentragbes inibitérias de 50% do
crescimento (ICs)) € 100% (IC100) do extrato e fragbes da Mimosa caesalpiniifolia
foram determinadas sobre leveduras, bactérias Gram positivas e Gram negativas.
Todos exibiram atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados e em
concentragdes variando de 5 a 1000 pg/mL.

No ensaio em leveduras (Tabela 5), observou que o ICsy do extrato das
folhas e suas fragdes, seguem a seguinte ordem descrescente de atividade: fragao
acetato de etila < extrato da folha < fracdo aquosa < fracdo butandlica. A
concentracdo minima inibitéria de 100 % (IC100) foi observada para a Fr-EtOAc, a
qual apresentou valores menores de IC1o quando comparado com a Fr-AqOH = Fr-
BuOH = EHM (exceto, na concentracdo 500 pg/mL para C. krusei, e ndo houve

acéo sobre C. albicans).



Tabela 5 - Concentragdes inibitérias (ICso) e (IC100) para leveduras.
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Fluconazol

ICS(!
ICS(!
EHM 10%
(ng/mL) ICi00
1Cso
Fr-EtOAc (ng/mL)
ICi00
1Cso
Fr-BuOH (ug/mL)
ICi00
1Cso
Fr-AqOH (ng/mL)
1(:100

C. albicans
ATCC 10231

40

Sem agdo

40

1000

40

1000

80

1000

C. albicans
ATCC 64548

40

Sem agdo

40

1000

40

1000

80

1000

C. glabrata
ATCC 90030

Sem agdo

1000

20

1000

1000

1000

C. krusei
ATCC 6258

Sem agdo

20

500

20

40

1000

1000

20

1000

C. parapsilosis
ATCC 22019

1000

1000

20

1000

1000

1000

40

1000

C. tropicalis
ATCC 75

1000

1000

80

1000

1000

1000

100

1000

EHM = extrato hidroalcodlico 70% das folhas; Fr-EtOAc = fragdo acetato de etila; Fr-BuOH =

fragdo butandlica; Fr-AqOH = fragdo aquosa.

No ensaio sobre bactérias Gram positivas na tabela 6, pode se observar

que a acao bactericida ocorre nas mesmas concentragdes tanto para o extrato da

folha, quanto para a fragdo aquosa. Estes valores podem ser indicativos de que

possivelmente ao fazer a partigdo, o(s) componente(s) responsavel(is) pela acao

bactericida, presente no extrato bruto, também pode estar presente na fragao

aquosa. Evidencia sugerida pela agao obtida sobre as bactérias.
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Tabela 6 - Determinagdes do perfil de sensibilidade, concentragdes inibitdrias (ICs) € (IC100) para

bactérias.
S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
ATCC 6538 ATCC 11778 ATCC 25922 ATCC 9027
Fluconazol ICso 1.95 0.06 0.48 16.5
ICso 15.6 15.6 39 125
FHVLT0% (ugml) 5 5 1000 500
1Cso 1000 1000 1000 Sem agdo
FrofOAcgml) 100 500 500 1000
1Cs 1000 1000 1000 Sem agao
Fr-BuOH (ng/mL) ICi0o 250 40 1000 1000
1Csp 500 1000 Sem agdo Sem agdo
FrrAqOH (ugfml) 5 5 1000 500
1000 1000 Sem agdo 1000

EHM = extrato hidroalcoodlico 70% das folhas; Fr-EtOAc = fracao acetato de etila; Fr-BuOH = fragao
butandlica; Fr-AqOH = fragdo aquosa.

Segundo alguns autores, a presenga de taninos e flavonoides pode
conferir atividade antimicrobiana a um extrato (MENDES et al., 2011). Sendo
assim, a presenca destes compostos nos extratos e fragdes de M. caesalpiniifolia
leva a expectativa da presenca de uma atividade antimicrobiana nos mesmos, a
qual foi relatada nos estudos para fungos e bactérias.

As propriedades antimicrobianas dos taninos sédo bem conhecidas. Essas
substancias poliméricas de origem fendlicas como, por exemplo, os elagitaninos,
sdo capazes de formar complexos com proteinas, através de ligagdes de
hidrogénio, ligagdes hidrofébicas e ligagbes covalentes (COWAN, 1999).
Consequentemente, ha a inativagado de adesinas microbianas, inibicdo de enzimas
bacterianas, ou a formagdo de complexos com os substratos dessas enzimas,
alterando a estrutura e fungdo. Outra forma €& a possibilidade de atuar sobre as
membranas celulares dos microrganismos, causando a ruptura do sistema de

transporte de proteinas celulares (HASLAM, 1996). Os taninos também podem
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complexar com ions metalicos, resultando na diminuicdo da disponibilidade de ions
essenciais para o metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

A Fr-BuOH apresentou agao bactericida na concentracdo de 500 pg/mL,
sobre Staphylococcus aureus (ATCC6538) e 1000 pg/mL sobre Bacillus cereus
(ATCC11778). Comparando a agdo do EHM com outras partes da planta (raiz,
caule e casca do caule) em outros estudos realizados a inibicdo de bactérias Gram
positiva, observou que somente o EHM demonstrou agao bactericida.

O extrato da espécie estudada demonstraram pouca eficacia para Gram
negativas. Isto pode ter ocorrido devido a composi¢ao diferenciada da parede das
bactérias Gram negativas em relagédo a Gram positivas. A parede celular de Gram
negativas possui um componente adicional, uma membrana externa, que
corresponde a uma segunda bicamada lipidica, que adere firmemente a camada de
peptideoglicano, conferindo maior rigidez. A face externa da membrana externa é
rica em lipopolissacarideos (LPS), o que a torna mais lipofilica a substancias
exdgenas (TORTORA et al., 2005).

Portanto, componentes do extrato com carater mais lipofilico ou outros
afins, poderéo atravessar ou agir sobre a membrana, desencadeando, entdo, acéo
bacteriostatica e/ou bactericida. Somente o EHM e a Fr-EtOAc agem inibindo 100%
o crescimento da Escherichia coli (ATCC 25922) — 1000 pg/mL. Para
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), a Fr-AqOH foi o que demonstrou inibigao
de crescimento de 100%. A familia Mimosoideae, possui na constituicdo quimica
da grande maioria de suas espécies, flavonoides, alcaloides e substancias tanicas
(MECKES-LOZOYA et. al, 1990). A capacidade da espécie Mimosa
caesalpiniifolia de exibir atividade antimicrobiana pode ser devido a presenca de
compostos como flavonoides e taninos, em diferentes graus de distribuicdo na
planta. Isto pode ser reforgcado quando analisamos a Fr-EtOAc, que concentra
grande parte dos flavonoides do extrato da folha extraidos por afinidade com o
solvente utilizado na particdo. A Fr-EtOAc apresentou valores promissores de
inibicdo de crescimento frente aos fungos, Candida glabrata (ATCC 90030), e C.
krusei (ATCC 6258), com concentragdes de 20 e 40 nM/mL, respectivamente.

Os flavonoides apresentam a habilidade de inativar enzimas e
complexarem-se com proteinas extracelulares, proteinas soluveis e com a parede

celular das bactérias, configurando o0s provaveis mecanismos de agao
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antimicrobiana. A total ruptura de membranas microbianas pode ser dada por
flavonoides de carater lipofilico (CHABOT et al., 1992). Assim, & possivel
estabelecer correlagbes entre os resultados anteriormente obtidos da capacidade
antioxidante dos testes microbiolégicos do extrato e fragdes de M. caesalpiniifolia
de espécies vegetais contendo taninos e flavonoides demonstrando a eficiéncia
destes compostos na captura destes radicais e na agao antimicrobiana. Este
estudo reafirma a importancia de dados etnofarmacoldgicos na selecao de plantas
para triagem de bioatividade uma vez que os resultados apresentaram uma
expressiva contribuicdo para a identificacdo de atividades biolégicas de extratos

vegetais da flora brasileira utilizados na medicina popular.

5.3.1 AVALIACAO CITOTOXICA PARA ADENOCARCINOMA MAMARIO
HUMANO MCF-7

Os resultados da avaliacido da atividade antitumoral in vitro do extrato EHM
e fragdes Fr-EtOAc, Fr-Bu e Fr-AqOH, frente as linhagens celulares, estao

apresentados na tabela 7.

Tabela 7 - Inibicdo da proliferagdo (%) de células tratadas por 48 h, com o extrato hidroalcodlico
70% (EHM) e as fragdes acetato de etila (Fr-EtOAc), butandlica (Fr-BuOH) e aquosa (Fr-
AqOH) das folhas de M. caesalpiniifolia em diferentes concentragdes (5-320 ug mL™"),
estimada pelo teste de sulforrodamina B.

Tratamento Inibigéo da Proliferagao (%)
(g mL")

EHM Fr-EtOAc Fr-BuOH Fr-AqOH
5 91,7+0,9° 95,3+0,22 92,7+0,8° 77,6+1,3°
20 92,8+1,3? 96,5+0,1° 92,9+0,4° 81,4+0,7°
80 94,1+1,4° 97,310,1° 95,4+0,3° 80,8+0,4°
160 96,5+0,6° 98,0+0,1° 96,7+0,3° 81,710,6°
320 96,8+0,4° 98,6+0,2° 97,3+0,3° 82,6+0.3°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa (p<0,01) pelo teste de Tukey.

Na analise morfologica observou-se que o tratamento induziu alteragdes
nas ceélulas, houve perda dos prolongamentos celulares, condensagdo da
cromatina, formas arredondadas e intensa fragmentagdo celular, além da

diminuicdo significativa (p<0,01) do didmetro das células, com o aumento da
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concentragédo e do tempo de incubagdo, sugerindo morte celular causada pelo
extrato e fragdes (Tabela 8 e Figura 27).
Tabela 8 - Didmetro (um) de células controle e tratadas por 48 h, com o extrato hidroalcodlico 70%

(EHM) e as fragbes acetato de etila (Fr-EtOAc), butandlica (Fr-BuOH) e aquosa (Fr-
AqOH) das folhas de M. caesalpiniifolia em diferentes concentragdes (5-320 ug mL™).

Tratamento(p Diametro (um)
g mL")

EHM Fr-EtOAc Fr-BuOH Fr-AqOH
Controle 10,70+0,45° 10,70+0,45*  10,70+0,45* 10,70+0,45°
CP 5,90£0,20° 5,90+0,20° 5,90+0,20° 5,90£0,20°
5 6,62+0,18° 5,57+0,22° 5,92+0,26° 6,14+0,27°
20 6,06+0,16° 4,8840,16° 5,08+0,17° 5,2310,17°
80 5,29+0,16° 3,92+0,24° 4,20+0,24°  4,50+0,25¢
160 4,47+1,8° 2,73+0,21° 2,79+0,20° 2,9940,22°
320 2,66+0,16¢ 0,55+0,13¢ 0,71+0,15° 0,72+0,16f

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,01) pelo teste de Tukey. CP:
ciclofosfamida.

151
Fr-EtOAc

-
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Controle CP 5 20 80 160 320
Tratamento (ug/mL)

Figura 27 - Didmetro (um) de células controle e tratadas por 48 h, com o a fracdo acetato de etila
(Fr-EtOAc) das folhas de M. caesalpiniifolia nas diferentes concentragbes (5 - 320 pg
mL").

Logo nos primeiros testes realizados de citotoxicidade, observamos que as
fragbes e o extrato hidroalcodlico (EHM) de uma planta do género Mimosa
apresentaram significativa atividade, contra as células de mama (MCF-7). O extrato

e as fragdes Fr-EtOAc, Fr-BuOH e Fr-AqOH foram mais potentes que o controle
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positivo contra células de mama, com média de inibicdo de proliferacido de 91% ou
mais para o extrato EHM, Fr-EtOAc e Fr-BuOH e 77,6x1,3% para a fracdo Fr-
AqOH, o que seria resultado da presenca de flavonoides e taninos nas amostras.
Na analise morfologica pode-se sugerir que a dose maxima testada (320
Mg/mL) apresentou atividade antitumoral consideravel, quando os dados sao
comparados aos do controle negativo (Figura 28). Uma comparagao entre os
dados apresentados para o extrato e as fragdes, revela que mais uma vez, Fr-
EtOAc foi considerado a fragdo mais ativa, seguida da Fr-BuOH e Fr-AqOH. Ainda,
verificou-se que na dose minima testada (5 pg/mL), o extrato e as fragbes
apresentaram resultados significativos que apontassem para uma atividade
antitumoral. Os resultados sugerem maior eficacia nas doses testadas mais
elevadas, uma vez que a inibicdo do crescimento tumoral mostrou clara atividade
antitumoral nestas doses. Destaca-se que todas as doses testadas inibiram o

crescimento tumoral.

Controle (48 h—M.L.) Fr-EtOAc (320 pg/mL — M.L.)
R Gu - o : ‘
o T B
. »*
M

BA

Figura 28 - Morfologia das células MCF-7 tratadas com Fr-EtOAc com 320 ug/mL por 48 h. (A)
Microscopia de luz. Barra: 50um. (B) Microscopia eletrénica de varredura. M.E.V. Barra:
20um.
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Sendo assim, pode-se verificar que a Fr-EtOAc seguida da Fr-BuOH
mostraram promissoras como protétipo para atividade antitumoral, pois 0s mesmos
apresentaram maiores efeitos citotoxicos e tendéncia de reducéo de proliferagao
celular nesse estudo.

O estudo de atividade-guiada evidenciou forte atividade antiproliferativa e
indutora de morte celular no extrato e fracbes das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia. Estes resultados revelam a importancia da bioprospeccao
sistematica de plantas e confirmam que este € um caminho promissor para o

desenvolvimento de novos agentes anti-cancer.

5.3.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

O modelo de granuloma em ratos tem sido utilizado para avaliagdo da
reacao inflamatoria crénica e pode ser utilizado de maneira cronica ou sub-cronica
na investigacao de substancias anti-artriticas (SPECTOR, 1960).

A formagdo do granuloma no local do implante do pellet de algodao esta
relacionada com o acumulo de fluido, material protéico e com infiltracdo de
neutréfilos. Ao final do experimento de sete dias, o granuloma pode ser
caracterizado pela formacdo de uma capsula fibrosa, vascularizada, contendo
fibroblastos e apresentando, ainda, infiltracdo de células polimorfonucleares.
Assim, quanto menor for a formacédo dessa capsula, maior sera a atividade anti-
inflamatdria do farmaco (LE BARS et al., 2001).

Sendo assim, o uso de extratos e fragdes terapéuticas em modelos
experimentais animais constitui um dos caminhos fundamentais para obtencéo de
insumos farmacéuticos de produtos naturais para uma agdo eficaz e segura,
garantido dessa forma, o uso na terapéutica humana e veterinaria.

O tratamento dos animais durante 7 dias levou a uma reducao significativa
no peso do granuloma nas doses testadas do extrato hidroalcodlico 70% (EHM)
obtido das folhas de M. caesalpiniifolia e das suas respectivas fragbes. Nos
experimentos realizados, o0 peso dos granulomas dos animais tratados com
dexametasona, Fr-EtOAc e Fr-BuOH na dose de 100 mg/Kg tiveram a menor
média, seguida pela Fr-AqOH e EHM de 300 mg/Kg (Tabela 9 e Figura 29).
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Tabela 9 - Efeito do EHM de M. caesalpiniifolia e suas fracées Fr-EtOAc: Fragdo acetato de etila;
Fr-BuOH: Fracao butandlica; Fr-AqOH: Fracdo aquosa na formagédo de granuloma em
animais, com dexametaxona ou CMC (1%). Os resultados expressam as médias (mg) +
DM. **p<0,01e ***p<0,1 em relagao ao controle.

Peso médio do granuloma (mg)

Veiculo 0,5754+0,03
EHM 30 0,4112+0,02
EHM 100 0,2410i0,01***
EHM 300 0’157010’01***
Fr-EtOAc 30 0,2898+0,02
Fr-EtOAc 50 0,1837+0,01

Fr-EtOAc 100

0,1412+0,01***

0,3681+0,02***

Fr-BuOH 30

Fr-BuOH 50 0,2080£0,01***
Fr-BuOH 100 0,1460£0,01**
Fr-AqOH 30 0,4465+0,04**
Fr-AqOH 50 0,2277+0,02***
Fr-AqOH 100 0,1794+0,02***

DEXA

0,1339+0,01***
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Figura 29 - Efeito do EHM de M. caesalpiniifolia na formagdo de granuloma em animais tratados
com 30, 100 e 130 mg/Kg das fracdes Fr-EtOAc: Fragado acetato de etila; Fr-BuOH:
Fracao butandlica e Fr-AqOH: Fracao aquosa nas doses 30, 50 e 100 mg/Kg, com
dexametaxona ou CMC(1%).**p<0,01 e ***p<0,01em relagéo ao controle.

Este modelo avalia tanto a fase transudativa quanto a fase proliferativa da
inflamacdo crénica. Substancias anti-inflamatérias como por exemplo a
dexametasona interferem no processo de formagédo do granuloma suprimindo a
fase inicial de infiltragdo de neutréfilos no granuloma (BAILEY, 1982).

A atividade constatada pode ser relacionada aos constituintes quimicos de
substancias presentes nas amostras, uma vez que a literatura descreve alguns
trabalhos que demonstram significativa atividade anti-inflamatéria dos compostos
como: lupeol (GEETHA e VARALAKSHMI, 2001), sitosterol, B-amirina, catequina e
taninos condensados (SENATORE, 1989; GOMEZ, 1999). Uma vez detectada
catequina e taninos condensados no extrato e fragdes das folhas de M.

caesalpiniifolia podemos evidenciar resultados significativos no teste proposto.
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5.3.3 AVALIAGCAO ANTINOCICEPTIVA

Com o intuito de avaliar o efeito terapéutico do EHM foi realizado o modelo
experimental de hipernocicepgao, induzida pela injecao intraplantar de carragenina
e os efeitos antinociceptivos das drogas utilizadas nos tratamentos € medido pelos
filamentos de von Frey.

Os animais tratados com carragenina apresentaram hipernocicepgao
mecancia significativa quando comparado com as medidas basais realizadas antes
do teste, como indicado pela redug¢ao do limiar basal em resposta a estimulagao do
filamento de Von Frey (FVF) da pata injetada (p<0,001). As trés doses 30-300
mg/kg de EHM, administradas oralmente, foram capazes de produzir redugao
significativa da hipernocicep¢cdo mecanica induzida pela injegdo de carragenina.
Este efeito foi sustentado em 1hora apés a administragéo (Figura 30). Os animais,
quando tratados com a droga controle-postivo indometacina (10 mg/kg),

demostraram redugéo significativa e persistente do quadro hipernociceptivo.
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Figura 30 - Efeito da administracdo EHM ou Indometacina (INDO-10mg/kg) em hipernocicepgao
induzida pela injegdo intraplantar de carragenina (100ug/pata) em camudongos
detectada pelo Von Frey eletrénico. Cada ponto representa a média +S.E.M. de dez
animais por grupo. Os asteriscos denotam niveis de importancia quando comparados
com o grupo veiculo: ** p <0,01e *** p <0,001.

Este método eletrbnico tem varias vantagens classicas ao longo dos
filamentos de Von Frey, podemos citar a redugdo do numero de tentativas

necessarias para avaliar o limiar nociceptivo e a estimulacdo de areas de igual
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tamanho (a area varia com o didmetro dos filamentos de Von Frey) (CUNHA et. al.,
2004).

Estudos tém demonstrado que a hipernocicepg¢ao induzida pela
carragenina em camundongos é dependente de duas citocinas chave, o TNF-a e o
KC. Ambas atuam através da liberagdo de IL-13, a qual age liberando
prostanoides. Ademais, o KC atua por meio de aminas simpatomiméricas,
enquanto os eventos relacionados ao TNF- a sdo dependentes do receptor TNF-
R1. Cunha et al., (2005), demonstraram que existem uma diferenga funcional na
sequencia de liberagédo das citocinas em ratos e camundongos, no entanto o efeito
final é indireto e mediado pela liberacdo de prostandides e aminas
simpatomiméticas.

Flavonoides e compostos fendlicos tém demonstrado multiplos efeitos
biolégicos como atividade antioxidante (BORS, SARAN, 1987), atividade
antinociceptiva in vivo (DELORME, et al., 1977; MILLS; BONE, 2000), acdo anti-
inflamatoéria (MOREIRA et al., 2000; RAO et al., 2003) e inibicao da liberagcao de
células histaminicas (AMRESH et al., 2007) o que evidencia a presenga destes
efeitos, especificamente na atividade antinociceptiva do extrato obtido das folhas
de M. caesalpiniifolia, contribuindo, com isso, para o desenvolvimento de novos

analgésicos, bem como para a investigacdo dos mecanismos da dor inflamatéria.

5.3.4 TESTE DA ATIVIDADE EXPLORATORIA - TESTE DO CAMPO ABERTO

Drogas que melhoram a atividade motora ou induzem sedagdo podem
fornecer resultados falso-positivo/negativo (RODRIGUES et al.,, 2002). Dessa
forma avaliou-se o EHM obtido das folhas de M. caesalpiniifolia e suas fragdes
causavam relaxamento muscular ou sedagdo. Camundongos foram submetidos ao
teste do campo aberto.

A avaliacao da performance motora tem por objetivo detectar a ocorréncia
de incoordenagcdo motora, permitindo uma interpretacdo mais acurada dos
resultados obtidos nos testes para determinacdo da atividade antinociceptiva.
Portanto, drogas que promovem relaxamento ou sedacao alteram a performance
motora e podem interferir na resposta, sem serem necessariamente
antinociceptivas (LAPA, 2008).
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Os cincos parametros avaliados: o numero total de cruzamentos, que
avalia a atividade exploratéria do animal, podendo ser afetada por farmacos com
acao no SNC ou relaxantes musculares periféricos; o numero total do levantar,
numero de auto-limpeza e o tempo parado, que avaliam o grau de sedagao ou
medo (ansiedade), podem ser alterados por farmacos com atividade ansiolitica,
ansiogénica; bem como o numero de bolos fecais, que podem ser alterado por
diferentes grupos de farmacos, tais como ansioliticos, ansiogénicos, dentre outros,
como espasmoliticos ou espasmogénicos (ARCHER, 1973; SIEGEL, 1946).

O EHM e as fragbes ndo alteraram a movimentagcdo espontanea dos
camundongos. Este efeito foi demonstrado pelo numero total de cruzamentos em 5
minutos no campo aberto. A tabela 10 mostra que as doses de 30, 100 e 300
mg/Kg do EHM e nas doses de 30, 50, 100 mg/Kg das fragbes Fr-EtOAc, Fr-BuOH
e Fr-AqOH nao alterardo com significancia estatistica, o numero total de
cruzamentos, o numero total do levantar, nem o numero de auto-limpeza.
Descartando, com isso, uma acdo do EHM e das fragbes, nas doses utilizadas, na
atividade locomotora dos animais. O grupo diazepam (5mg/kg) - farmaco padrao,
porém, teve o numero total do levantar diminuido, mas ndo apresentou alteragdes

no numero de auto-limpeza.
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Tabela 10 - Numero total de cruzamentos, nimero total de levantar, numero de auto-
limpeza, nimero de bolos fecais e tempo parado (segundos), no campo aberto
de 60 minutos apés o tratamento com veiculo (C), extrato das folhas de M.
caesalpiniifolia (EHM) (30-300 mg/Kg), Fr-EtOAc (30-100 mg/Kg), Fr-BuOH
(30-100 mg/Kg), Fr-AqOH (30-100 mg/Kg) ou diazepam (DZP, 5 mg/Kg). Os
resultados sao as médiastEPM (n=8).

N° total de N° total de N° de auto- N° de bolos Tempo
cruzamentos levantar limpeza fecais parado
(segundos)
Controle 61,05+2,19 12,25+0,83 33,63+2,65 3,00+1,00 25,16+1,14
67,15+1,82 11,13+0,91 38,75+3,49 1,00£0,00***  57,98+2,84***
EHM 30
EHM 100 66,10+2,09 13,38+0,98 42,00+3,77  2,00+0,00***  107,0+4,40***
EHM 300 66,63+2,36 12,50+0,86 41,50+4,28 1,00£0,00***  129,1+5,99***
66,88+2,65 11,88+1,14 36,88+3,53 1,00£0,00%**  67,04+1,61***
Fr-EtOAc 30 ’ ' ' ’ ' ’ ' ' ' ’
4,38+2 12,63+1,17 45,25+3 4 1,00£0,00***  123,1+5,78***
Fr-EtOAC 50 64,38+2,36 63 5,25+3,43 00+0,00 3,145,78
+ + + + *kk + ek
Fr-EtOAC 100 65,50+2,54 11,38+0,86 41,88+4,54 1,00+0,00 152,5+1,84
+ + + + dekk + Kok
Fr-BuOH 30 64,46+2,91 10,25+0,75 38,38+3,81 1,00+0,00 69,45+1,43
+ + + + *kk +. dkk
Fr-BuOH 50 65,26+3,14 10,63+0,86 42,50+3,91 1,00+0,00 131,0+4,41
4,46+2,77 25+0,7 42,3814 4 1,00+ R 149,141,99%**
Er-BuOH 100 64,4612, 9,625+0,75 ,38+4,43 ,00£0,00 9,1+1,99
+ + + + + *
Fr-AqOH 30 65,66+1,95 10,75+0,86 39,38+3,79 2,00+0,00 35,87+3,22
+ + + + rkk + *
Fr-AqOH 50 65,19+2,12 12,25+0,95 42,75+3,45 1,00+0,00 39,35+2,56
65,50+2,36 12,63+0,67 44,00+3,94 2,00+0,00 42,71£3,47*
Fr-AqOH 100
DZP 59,00+3,29 5,25+0,36*** 27,38+0,90  00,00+0,00***  169,6+3,54***

*Estatisticamente diferente dos grupos tratados com o veiculo (p<0,05).
**Estatisticamente diferente dos grupos tratados com o veiculo (p<0,01).
***Estatisticamente diferente dos grupos tratados com o veiculo (p<0,001).

O EHM das folhas de M. caesalpiniifolia nas doses utilizadas, nao alterou o
numero total de cruzamentos, descartando uma agao, na atividade locomotora dos
animais. O tempo parado, porém, foi diminuido, o que é indicativo de uma atividade
depressora mais especifica no SNC, sugerindo uma agao ansiolitica sem
comprometimento motor, que ainda deve ser melhor investigada através de outras
metodologias, tais como o labirinto em cruz elevado ou caixa claro/escuro. O
numero de bolos fecais diminuido pode também sugerir uma acao ansiolitica nas
doses estabelecidas.

As fragdes Fr-EtOAc, Fr-BuOH e Fr-AqOH n&o alteraram,

significancia estatistica (p>0,05), o numero total de cruzamentos, o numero total do

com

levantar, nem o numero de auto-limpeza, resultado semelhante ao observado com

o EHM, que também mostrou que as fracbes nao alteraram a atividade locomotora
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dos animais. O tempo parado na Fr-AqOH foi diminuido nas doses de 30 e 50
mg/kg que apresentou p<0,05 e na dose de 100 p<0,01, enquanto o seu numero
de bolos fecais foi aumentada na dose 30 e 100 mg/Kg. Estes foram os unicos

parémetros alterados, tanto pelo EHM como pelas fragdes (Figura 31).
(EHM) (Fr-EtOAc)

Tempo parada
{segundos)
Tempo parada
(segundos)

Veiculo 30 100 300 DPZ Veiculo 30 50 100

(Fr-BuOH) (Fr-AqOH)

Tempo parada
(segundos)
Tempo parada

(segundos)

Veiculo 30 S0 100 DPZ

Figura 31 - Tempo de parada (segundos) no teste do campo aberto, camundongos tratados com o
extrato hidroalcoodlico 70% (EHM), as fragcdes Fr-EtOAc: Fragédo acetato de etila; Fr-
BuOH: Fracdo butandlica e Fr-AqOH: Fragdo aquosa das folhas de M.
caesalpiniifolia.*Os resultados expressam as meédias + DM. Significancia *p>0,05;
**p>0,01; ***p>0,01 em relagdo ao veiculo.

5.3.5 TESTE DA TOXICIDADE AGUDA E “SCREENING HIPOCRATICO”

Os produtos isolados de plantas compdem uma vasta gama de compostos
organicos naturais, produtos do metabolismo primario e secundario, que podem
exercer efeitos benéficos ou maléficos sobre o organismo. As reacgdes adversas
que as plantas desencadeiam, sdo de seus proprios componentes, causados pela
presenca de contaminantes ou, até mesmo, pelas preparagcdes empiricas
duvidosas (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). Para assegurar o uso desses
produtos, € necessario submeté-los a testes de seguranca. Os testes de

segurangas s&o recomendados por legislagbes especificas. As informacdes
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toxicologicas pré-clinicas sao obtidas a partir de pesquisas em animais de
laboratério padronizados (BRASIL, 2004). Apesar do uso disseminado de plantas
medicinais, as pesquisas que avaliam a toxicidade desses produtos sdo escassas
(TUROLA e NASCIMENTO, 2006).

Para melhor entendimento do uso de plantas, € necessaria a avaliagao da
relagcado risco/beneficio do seu uso, por meio de estudos farmacodindmicos e
toxicoldgicos. Portanto, o uso pela medicina popular baseado no conhecimento
tradicional, ndo sao suficientes para validar as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros (FARIAS, 2007).

Considerando que o uso de plantas é pratica prevalente em ampla faixa
populacional brasileira, incluindo as populagdes de areas rurais, e também a
inclusdo de plantas na Relagdo de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS fica
evidente a importdncia dos estudos toxicologicos das espécies. Assim, a
necessidade de pesquisas que avaliem as potencialidades toxicolégico de Mimosa
caesalpiniifolia. O estudo se mostra ainda mais necessario, pois nao foram
encontrados relatos de estudos envolvendo ensaios de toxicidade da espécie.
Diante dessa realidade, o teste proposto tem o objetivo de efetuar uma avaliagéao
estimativa e preliminar das propriedades toxicas extrato e das fragdes acetato de
etila, butandlica e aquosa obtidas a partir do extrato etandlico 70%.

Apos o teste “t" Student, verificou-se a n&o existéncia de diferenca
significativa (p>0,05) entre animais tratados com salina e aqueles tratados com o
extrato e as fragdes de M. caesalpiniifolia (Tabela 11). A sobrevivéncia de todos os
animais e a auséncia de quaisquer alteragcbes macroscopicas (Figura 32) nos
orgaos indicam que o extrato e as fragbes ndo apresentaram sinais de toxicidade
em camundongos, quando administrado em uma unica dose de 5000 mg/Kg, por
via oral. Desta forma, sugere-se que a dose administrada ndo apresenta efeitos

toxicos que possam comprometer a utilizagao do extrato.
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Tabela 11 - Avaliagdo do efeito toxico agudo do extrato e das fragbes acetato de etila, butandlica e
aquosa das folhas de M. caesalpiniifolia (5000 mg/Kg, v.0.).

Tratamento Mortalidade Rins * Figado* Coragao* Pulmao*
Machos
Salina 0/6 0,33+0,06 1,15+0,27 0,12+0,01 0,14 £ 0,03
EHM 0/6 039+043 135+049 0,12+0,02 0,15+ 0,03
Fr-EtOAc 0/6 0,37+0,17 1,24+1,11 0,13+0,08 0,15 + 0,06
Fr-BuOH 0/6 0,40+0,21 1,36+0,78 0,14+0,11 0,14 £ 0,07
Fr-AqOH 0/6 0,39+0,38 1,38+0,90 0,13%0,19 0,16 £ 0,19
Fémeas
Salina 0/6 0,39+0,15 1,10+0,177 0,12%0,12 0,14 £ 0,06
EHM 0/6 0,33+0,03 1,29+0,39 0,13+0,01 0,15+ 0,07
Fr-EtOAc 0/6 0,34+0,11 1,20+1,01 0,15+0,05 0,15+ 0,02
Fr-BuOH 0/6 0,37 +0,16  1,35+0,52 0,14 +0,03 0,16 £ 0,09
Fr-AqOH 0/6 0,38+0,13 1,36+0,73 0,13+0,08 0,14 £ 0,12

EHM: Extrato hidroalcodlico 70%. Fr-EtOAc: Fracado acetato de etila; Fr-BuOH: Fracdo butandlica;
Fr-AqOH: Fracdo aquosa.*Os resultados expressam as Médias (g) £ DM. Significancia p>0,05.

sa
éove F 449

(D)

Figura 32 - Orgdos biopsiados de camundongo, apés administragdo do extrato e fragdes de M.
caesalpiniifolia. (A) Figado; (B) Pulméo; (C) Rins; (D) Coracéo.

O monitoramento diario dos pesos, nao indicou variacdo em relagao ao

controle negativo (Figura 33).
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Figura 33 - Evolugdo do peso corporal de camundongos machos e fémeas tratados com o extrato
hidroalcodlico 70% (EHM), e as fragbes Fr-EtOAc: Fracdo acetato de etila; Fr-BuOH:
Fracao butandlica; Fr-AqOH: Fracdo aquosa das folhas de M. caesalpiniifolia.*Os
resultados expressam as Médias (g) + DM.

Em relacdo as observagbes que visam ao estado de depressao ou
estimulacdo central o extrato e suas fragcbes ndo demonstraram influenciar na
atividade geral e consciéncia dos animais. Nos habitos fisiologicos diarios
(consumo de agua, racdo e producédo de fezes e urina), também nao houve
variacao significativa entre os grupos tratados em relagao ao grupo controle (Figura
34).

O estudo da toxicidade pré-clinica deve indicar qual o grau de confianga a

ser depositado em um preparo farmacéutico a ser administrado a espécie humana.
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Figura 34 - Habitos fisiolégicos diarios de camundongos machos e fémeas tratados com o extrato
hidroalcodlico (EHM), as fragbes Fr-EtOAc: Fragcédo acetato de etila; Fr-BuOH: Fracao
butandlica; Fr-AqOH: Fracdo aquosa das folhas de M. caesalpiniifolia.*Os resultados
expressam as Médias (mL) £ DM. Significancia p>0,05.
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A literatura ndo apresenta relatos de nenhum estudo toxicolégico
desenvolvido anteriormente para a planta Mimosa caesalpiniifolia. Porém, ressalta-
se a necessidade que seja realizada outras pesquisas que possibilitem comparar os
resultados utilizando outras vias de administragdo, além de estudos que envolvam
as analises anato-patolégico dos 6rgaos obtidos dos animais. Esses processos séo
necessarios para comprovar a seguranga do uso da espécie por humanos e

animais.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

> Com os estudos realizados podemos avaliar os constituintes
quimicos do extrato e fracbes polares e de média polaridade da espécie
pertencente a familia Mimosaceae. A partir da analise fitoquimica da espécie
Mimosa caesalpiniifolia Benth. foram caracterizadas e identificadas substancias ja
conhecidas, porém referenciadas pela primeira vez nesta espécie;

> Uma vez que nenhum estudo da avaliagdo de qualidade fora
feito com as folhas de M. caesalpiniifolia Benth., os resultados obtidos nos ensaios
farmacognosticos e farmacobotanicos conferem um padrdo para eventuais
pesquisas futuras.

> O EHM de M. caesalpiniifolia Benth. e as fragdes Fr-EtOAc,
Fr-BuOH e Fr-AgOH foram submetidas a testes biolégicos para averiguar a sua
toxicidade aguda, atividade microbioldgica, citotocixidade celular, anti-inflamatéria e
antinociceptiva. Além desses testes bioldgicos, foram realizados também ensaios
para avaliar a atividade antioxidante do extrato e das fracbes e a quantificacao de
fendis totais. Esses ensaios visaram colaborar no esclarecimento do possivel
mecanismo de acao do extrato e das fragdes obtidas da espécie.

> No ensaio de toxicidade aguda, o extrato e as fracbes nao
apresentaram efeitos toxicos aparentes, com a administragdo de 5000 mg/Kg (v.0).
Ndo houve também alteragbes fisioloégicas ou comportamentais, tampouco
ocorreram mortes dos animais tratados com o extrato e as fragoes.

> Os resultados obtidos a partir da avaliagdo microbioldgica,
citotocixidade celular e anti-inflamatéria de EHM e da Fr-EtOAc, Fr-BuOH e Fr-
AqOH confirmam e estendem os dados descritos na literatura e mostram
claramente que os compostos fendlicos, flavonoides e taninos apresentam uma
importante agcao antinociceptiva e anti-cancerigena.

> Em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que
os extratos e compostos obtidos de produtos naturais, especialmente aqueles
obtidos de plantas medicinais, ainda tém e continuarao tendo um lugar importante

no processo de descoberta de novos medicamentos, particularmente no
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desenvolvimento de farmacos para o controle farmacolégico de processos

inflamatdrios, cancerigenos e microbioldgicos.
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