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RESUMO

Os produtos naturais representam uma rica fonte de compostos biologicamente
ativos e sdo um exemplo de diversidade molecular, com reconhecido potencial
na descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos. O género Mimosa
se distribui nos mais variados ambientes e nos diversos tipos de vegetacéo das
regides tropicais. No nordeste do Brasil pode ser encontrado nos estados da
Bahia, Pernambuco e Paraiba. Muitas espécies de Mimosa sao
economicamente importantes, no entanto, poucos estudos biolégicos de
plantas desse género foram realizados ate 0 momento, sendo comprovadas
atividade antimicrobiana e alelopatica. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar as atividades citotoxica e genotdxica de taninos da espécie Mimosa
arenosa (Willd.) Poir. A concentragcdo inibitéria minima (CIM) obtida para
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
25619 foi 1000ug, para Bacillus subtilis ATCC 0516 e Escherichia coli ATCC
2536 a CIM foi de 500ug, ja para as linhagens de Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 25925 e Escherichia coli ATCC
10536 a quantidade necessaria de taninos para inibir o crescimento dessas
bactérias foi de 250ug. A atividade antibacteriana exercida pelos taninos de M.
arenosa frente a todas as linhagens testadas foi bacteriostatica. Na avaliagcéo
de citotoxicidade, em nenhumas das concentracdes testadas, os taninos de M.
arenosa causaram hemolise significativa dos eritrocitos em nenhum dos grupos
sanguineos testados. Entretanto, os taninos ndo conseguiram proteger as
células eritrocitarias quando expostas a solugdes hipoténicas de sal. Os taninos
nao apresentaram efeito oxidante em nenhuma das concentragbes testadas,
entretanto estes conseguiram reduzir a oxidagcdo da hemoglobina quando
expostas a um agente oxidante. Os taninos nido foram capazes de induzir
mutacdes, porém apresentaram efeito antimutagénico em linhagens de S.
thyphimurium e também ndo promoveram dano cromossémico estrutural e/ou
numeérico em eritrocitos de camundongo “in vivo”.

Palavras-chave: Mimosa arenosa, hemoalise, estresse oxidativo, microntcleo.



ABSTRACT

Natural products represent a rich source of biologically active compounds and
are an example of molecular diversity, with recognized potential in the discovery
and development of new drugs The genus Mimosa is distributed in various
environments and various types of vegetation in tropical regions. In northeast
Brazil can be found in the state of Bahia, Pernambuco and Paraiba. Many
species of Mimosa are economically important, however, few biological studies
of plants of this kind were carried out so far, with proven antibacterial and
allelopathic activity. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
cytotoxic and genotoxic activities of the species M. arenosa (Willd.) Poir.
tannins. The minimum inhibitory concentration (MIC) obtained for Pseudomonas
aeruginosa ATCC 8027 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 was
1000ug, for Bacillus subtilis ATCC 0516 and Escherichia coli ATCC 2536 MIC
was 500ug, as to the strains of Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus ATCC 25925 and Escherichia coli ATCC 10536 the
amount of tannin required to inhibit the growth of these bacteria was 250ug. The
antibacterial activity exerted by Mimosa arenosa tannins against all strains
tested was bacteriostatic. In the evaluation of cytotoxicity in any of the tested
concentrations of tannins M. arenosa no caused significant hemolysis of red
cells in any of the blood groups tested. However, the tannins were unable to
protect the erythrocyte cells when exposed to hypotonic salt solutions. The
tannins were not affected in any of the oxidant concentrations tested but they
have reduced the oxidation of hemoglobin when exposed to an oxidizing agent.
The tannins were not able to induce mutations but showed antimutagenic effect
in strains of S. thyphimurium. Tannins did not induce structural cromossomal
damage and/or numerical in erythrocytes of mouse.

Keywords: Mimosa arenosa, hemolysis, oxidative stress, micronucleus assay.
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1. INTRODUCAO
1.1 Produtos Naturais

Os produtos naturais tém sido a fonte para a maioria dos
ingredientes ativos nos medicamentos, cerca de 80% dos medicamentos
produzidos até 1996 foram diretamente derivados de compostos naturais ou
foram desenvolvidos a partir de um produto natural (SNEADER, 1996). Estes
representam uma rica fonte de compostos biologicamente ativos e s&o um
exemplo de diversidade molecular, com reconhecido potencial na descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos (CRAGG, 1997; NEWMAN, 2000).

Os produtos naturais biologicamente ativos podem ser de origem
vegetal, animal e mineral, embora haja um predominio de recursos vegetais
(CAMPOS, 1967). Pesquisas mais recentes tem mostrado que produtos
naturais isolados de organismos marinhos também possuem um grande

potencial como fonte de novas drogas (FAULKNER, 2000).

O estudo dos produtos naturais € importante para detectar moléculas
bioativas, uma vez que, sua diversidade estrutural € maior que a fornecida pela
maioria das estratégias combinatdrias baseadas em compostos heterociclicos.
Além disso, a maioria dos produtos naturais sdo moléculas relativamente
pequenas (<1000 Da) que apresentam propriedades farmacocinéticas similares
as drogas sintéticas, ou seja, podem ser absorvidas, metabolizadas e
excretadas pelo organismo (HARVEY, 1995).

Embora tenham ocorrido mudangas nas estratégias de estudo dos
produtos naturais tais como: selegdo e coleta das amostras, técnicas de
isolamento, elucidacdo das estruturas, avaliagdo bioldgica, semi-sintese,
biossintese, assim como na otimizagdo do processamento (MONKS, 1997;
VERRAL, 1996) a taxa de descoberta de novos produtos naturais tem
diminuido (MISHRA, 2008). Alguns fatores que tém contribuido para este
declinio s&o: | — dificuldade em avaliar as propriedades biologicas de produtos
naturais por triagem de alto-rendimento, Il - alto custo e métodos convencionais
trabalhosos para identificar os compostos ativos em produtos naturais e Il -
falta de padronizacdo e controle de qualidade para produtos naturais
comercializados (KOEHN, 2005; LI, 2009).



Contudo, tem havido um recente ressurgimento no estudo de produtos
naturais, especialmente por parte da industria de suplementos dietéticos. A
industria farmacéutica comegou a revitalizar programas de triagem de produtos
naturais como fonte de novos compostos medicinais para identificar novos
agentes terapéuticos (GHOSH; PLAYFORD, 2003), mas as pesquisas
académicas continuam sendo uma forte lider no setor de produtos naturais,
especialmente com respeito a entidades quimicas recém-descobertas
(MCCURDY, 2005).

Produtos naturais bioativos frequentemente ocorrem como parte de uma
familia de moléculas relacionadas de forma que € possivel isolar varias
moléculas homologas e obter informacdes de estrutura e de atividade
(HARVEY, 1995). O uso de derivados do metabolismo secundario de plantas
como drogas tem vindo a nés como um legado da medicina popular (NAGLE,
2004; NEWMAN, 2004), de forma que os estudos etnofarmacolégicos e
etnobotanicos tem identificado muitas espécies de plantas que demonstram
atividades bioldgicas (DIEHL et al., 2004; CANALES et al., 2005).

Além da rica diversidade de estruturas quimicas e atividades biologicas
de metabdlitos secundarios naturais, o grande interesse em pesquisar produtos
naturais pode ser atribuido a fatores como: necessidades terapéuticas nao
atendidas; utilizacdo de produtos naturais bioativos como sondas bioquimicas e
moleculares; desenvolvimento de técnicas novas e mais sensiveis para
detectar produtos naturais biologicamente ativos, e/ou avangos para atender a
demanda de fornecimento de produtos naturais complexos. Esse € um desafio
que exige um trabalho de pesquisa multidisciplinar, que alia conhecimentos das
areas de quimica de produtos naturais, biologia celular e molecular, quimica
analitica e sintética, bioquimica e farmacologia para explicar a grande

diversidade de estruturas quimicas e atividades biolégicas (CLARK, 1996).

Um grande numero destes produtos chega até nés a partir de estudos
de remédios tradicionalmente empregados por varias culturas (HOLMSTEDT;
BRUHN, 1983; ALVES; ROSA, 2005). Tais propriedades propiciaram o
desenvolvimento de varios medicamentos, sejam estes obtidos por sintese, a
partir do metabdlito prototipo, por isolamento ou, algumas vezes, por

biomonitoramento (SIMOES et al., 2003). O uso da medicina popular



possibilitou a descoberta de drogas modernas e importantes tais como: a
digitoxina, a reserpina, a tubocurarina, a efedrina entre outras (ANYINAM,
1995).

A historia da descoberta de drogas a partir de produtos naturais tem sido
extraordinariamente bem sucedida (GULLO; HUGHES, 2005). Segundo Wilson
(1995), cerca de 40% de todas as drogas prescritas s&o substancias
originalmente extraidas de plantas, animais, fungos e microorganismos. Nos
ultimos 25 anos, cerca de 30% dos novos farmacos aprovados sédo produtos
naturais ou derivados destes e no que se refere aos farmacos
anticancerigenos, esse numero sobe para 42% (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Na area de doencgas infecciosas, 70% das novas drogas se originaram
de fontes naturais. Elas incluem numerosos antibacterianos derivados de
estruturas B-lactdmicas ou macrolideas e agentes anti-tumorais tais como:
adramicina, taxol e vimblastina. Os agentes que diminuem o colesterol, como
as estatinas, sdo as drogas mais vendidas atualmente, e sdo derivadas dos
metabdlitos compactina e mevinolina oriundos de fungos. A descoberta da
ciclosporina revolucionou a terapia imunossupressora para o transplante de
orgaos, e descobertas posteriores de produtos naturais levaram a drogas

imunossupressoras adicionais como a rapamicina (GULLO; HUGHES, 2005).

Sendo assim as plantas representam uma grande fonte de produtos
naturais biologicamente ativos, com uma grande diversidade quimica, o que
resulta em diversas propriedades biolégicas. Entretanto, pode-se constatar que
apesar de possuirem varias substancias de importancia farmacoldgica, poucas
especies foram realmente estudadas. Estima-se que de cerca de 250.000
espécies de plantas no mundo, apenas 10% foram avaliadas em busca de
alguma atividade biolégica (BALUNAS; KINGHORN, 2005). Sendo um pais de
dimensdes continentais, o Brasil tem um potencial enorme a ser explorado para
a obtencao de produtos naturais, farmacéuticos, cosmeéticos, alimenticios, entre
outros (FERRO et al., 2006).

1.2 Género Mimosa



A primeira referéncia ao género Mimosa foi feita por Linnaeus (1753) no
Species Plantarum. O género Mimosa L. (Fabaceae-Mimosoideae)
compreende cerca de 530 espécies, sendo 461 nativas das Américas, 31 de
Madagascar (maioria endémica), 4 nativas do leste Africano e 4 do sudoeste da
Asia (BARNEBY, 1991; DU PUY et al., 2002; SIMON, 2009).

Esse género se distribui nos mais variados ambientes e nos diversos
tipos de vegetagdo das regides tropicais, se concentram em regides
subtropicais da América, apresentando como importantes centros de
diversidade o Brasil, o México, o Paraguai, o Uruguai e a Argentina
(BARNEBY, 1991).

O Brasil concentra o maior numero de espécies desse género, cerca de
340, das quais 189 estdo no Cerrado e alguns representantes podem ser
encontrados na Caatinga (LEWIS, 1987; BARNEBY, 1991; SIMON; PROENCA,
2000; MENDONCGCA et al., 2008; DE QUEIROZ, 2009).

Para o Nordeste do Brasil merece destaque o trabalho de Barneby
(1985), que descreveu a ocorrénia do género no estado da Bahia onde
estabeleceu 15 novas espécies, sete variedades e nove combinagdes novas.
Ducke (1953) incluiu o género Mimosa entre as leguminosas que ocorrem nos
estados de Pernambuco e Paraiba. Inicialmente foram registradas 65 espécies
na Bahia e posteriormente foram estudadas as espécies do Pico das Almas,
Chapada Diamantina, Bahia (LEWIS, 1987 e 1995). Recentemente, Lewis
(2006) registrou 104 taxons de Mimosa, na lista de plantas do Nordeste do
Brasil.

Muitas espécies de Mimosa sdo economicamente importantes, tais
como, M. scabrella Benth., uma espécie de arvore pioneira na floresta
araucaria do sudeste do Brasil que é cultivada para sombrear plantagdes de
café, sua madeira é usada na construgao e carpintaria assim como fonte de
celulose e como combustivel (BARNEBY, 1991; CARAMORI et al., 1996). Uma
outra espécie, a M. tenuiflora (Wild) Poir. é utilizada na industria de cosméticos
e na tradicional medicina popular (CAMARGO-RICALDE et al.,, 2001;
LORENZI, 2000a; RIVERA-ARCE et al., 2007). Muitas espécies de Mimosa,
devido a sua capacidade e habilidade em fixar nitrogénio, sdo também usadas
para enriquecer o solo e recuperar terras degradadas (CAMARGO-RICALDE,
2005; REIS JR, 2010).



Poucos estudos biolégicos de plantas do género Mimosa foram
realizados ate o momento, sendo comprovados apenas sua atividade
alelopatica (PINA-RODRIGUES, 2001) e antimicrobiana (MACEDO-COSTA,
2009; PADILHA, 2010). Contudo, algumas espécies tem sido utilizadas na
medicina popular para o tratamento de bronquite, tosse, febre, dor de cabeca,
ulceras e em cultos indigenas e afro-brasileiras como entedgeno
(ALBUQUERQUE et al., 2007; AGRA et al., 2008; SOUZA et al., 2008).

1.2.1 Mimosa arenosa (Willd.)Poir.

Mimosa arenosa € uma planta que pertence a familia Mimosaceae e
possui varios sindnimos, entre eles: Acacia arenosa Willd.; Acacia
malacocentra Mart.; Mimosa caudero L.; Mimosa leiocarpa DC.; Mimosa
malacocentra (Mart.) Benth. e Mimosa xantholasia Benth. E conhecida
popularmente como jurema vermelha (Figura 1).

Pode ser reconhecida pelos ramos tomentosos, folidlulos
membranaceos, flores curtamente pediceladas e frutos glabros. Apresenta
afinidades com M. ophthalmocentra, com a qual compartilha o habito arbustivo,
a presenca de aculeos, as inflorescéncias espiciformes, 0 mesmo numero de

estames, os filetes brancos e o fruto plano-compresso (SILVA, 2008).

Figura 1 - Mimosa arenosa

Fonte:http://herbaria.plants.ox.ac.uk/VFH/image/index.php?item=4914&ph
0t0=4546).



1.3 Taninos

Taninos sao biopolimeros polifendlicos abundates em plantas, obtidos
da madeira e/ou casca de muitas folhosas e da casca de algumas coniferas
(GONCALVES, 2001), constituindo de 10-25% da massa foliar das espécies
lenhosas (KRAUS, 2003a). Também podem ser encontrados na casca, caule,
floema, sementes, frutos, vagens, e folhas de plantas dicotiledoneas
(ZUCKER, 1983; HEMINGWAY, 1989).

Os taninos sao fendis comuns considerados atéxicos em quantidades e
condigdes normais, com excecao dos fendis poliméricos. Possuem a habilidade
de complexar e precipitar proteinas (SALUNKHE et al., 1990) e outras
macromoléculas em solugdes aquosas (SALMINEN, 2011). Varios trabalhos
demostraram que a capacidade de precipitar proteinas e sua reatividade
quimica ocorrem devido as caracteristicas estruturais que os taninos
apresentam (KUMAR; HORIGOME, 1986; PORTER; WOODRUFFE, 1984;
HAGERMAN et al., 1998; KRAUS et al., 2003a).

Além disso, os taninos sdo conhecidos por se ligarem a metais e
formarem complexos com o ferro (lll) e sais, e tém massas moleculares entre
500 a 3000 g . mol'(SALMINEN, 2011), possuem habilidade de formar
complexos insoluveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaldides (MELLO,
2011). A massa molecular e as estruturas quimicas dos taninos codensados
sao fatores primarios que determinam a influéncia desses grupos na nutricéo
animal e na producdo de CH; em ruminantes ((SPENCER et al., 1988;
OSBORNE; MCNEILL, 2001; LIANG; KHAMSEEKHIEW, 2006).

Os taninos produzidos pelas plantas sédo divididos em duas grandes
classes: taninos condensados e taninos hidrolisaveis. Taninos hidrolisaveis sao
caracterizados com base em ésteres fendlicos de um agucar central, enquanto
os condensados compreendem ligacbes de unidades flavonoides carbono-
carbono (KRAUS, 2004). As gimnospermas sintetizam apenas taninos
condensados, mas as angiospermas dicotiledbneas podem produzir tanto
taninos condensados quanto hidrolisaveis. Algumas familias de dicotiledoneas
ricas em taninos sdo as leguminosae, anacardiaceae, combretaceae,

rhizoporaceae, mirtacea, polinaceae (VALENTIM, 2006).



Celzard (2011), considera que apesar da abundéncia de taninos
condensados no citoplasma das células vegetais, a maior concentragao de tais
compostos € geralmente encontrada dentro de cascas de arvores, tais como,
os pinheiros, carvalhos e mimosas.

Os taninos podem ser extraidos dos vegetais por diferentes solventes
tais como agua, acetona, etanol ou por solugbes aquosas com alguns sais
como sulfito de sdédio, carbonato de sodio, entre outros, porém nao é
economicamente viavel a utilizacdo de reagentes no processo de extragao,
visto que a extragdo em agua é bastante eficiente e de baixo custo (MARINHO,
2004).

Os taninos condensados por possuirem grande poder de ligagdo podem
condensar com o formaldeido, produzindo um polimero de estrutura
tridimensional, reticulado e com alto peso molecular chamado de resina
(GONCALVES, 2001). Eles também podem substituir o fenol em uma série de
formulacdes, tais como as de espumas rigidas atualmente comercializadas
para diversos fins: embalagem, transporte, amortecimento, isolamento, uso na
construcao de materiais, automoéveis, avides e estruturas maritimas, assim
como em aplicagdes eletrénicas (TONDI, 2009).

Taninos sao produzidos comercialmente em grande quantidade e
utilizados nas industrias de couro, quimica e de alimentos. Eles sao estaveis,
baratos, abundante e com propriedades constantes, que sao raras qualidades
em um recurso natural (CELZARD, 2011). Varias atividades biologicas e
farmacoldgicas relacionadas aos efeitos dos taninos e a sua variedade de
estruturas quimicas, incluindo os de pequeno tamanho molecular, foram
encontradas. Apesar de sua pequena molécula, o tanino principal do cha verde
exibe atividades de ligacdo com proteinas e outras substancias e atividade
antioxidante significativa (OKUDA, 1997; YOSHIDA, 2009) além de efeitos
antitumorais (YOSHIZAWA et al., 1987; YOSHIZAWA et al., 1992).

Os taninos sdo bons inibidores enzimaticos, usados como antidotos
contra alcaldides e metais pesados, anulam a absor¢cdo de substancias
irritantes, apresentam acgdes terapéuticas, como hemostatico no sangramento
nasal e uterino, também diminuem as secregdes e infecgdes, tem excelente

atividade como cicatrizante e sao utilizados em lesdes tais como: queimaduras



e ferimentos (MITIDIERO, 2002). Apresentam ainda propriedades anti-
inflamatdria, anti-fungica e antioxidante (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Outras pesquisas sobre atividade biologica dos taninos evidenciaram
importante agdo contra determinados microrganismos (SCALBERT, 1991,
TOLEDO, 2002; LOPES et al. 2003; SANTOS; MELLO, 2004; PEREIRA,
2010), como agentes carcinogénicos e causadores de toxicidade hepatica
(CHUNG, 1998). Segundo Loguercio et al. (2005) existe: I) os taninos inibem
enzimas bacterianas e fungicas e/ou se complexam com os substratos dessas
enzimas; |Il) os taninos agem sobre as membranas celulares dos
microrganismos, modificando seu metabolismo, Ill) se complexam com ions
metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo
microbiano.

Os potenciais anticarcinogénicos e antimutagénico dos taninos podem
estar relacionados a suas propriedades antioxidantes importantes na
prevencdo de danos oxidativos celulares, incluindo a peroxidagao lipidica
(HASLAM, 1998). Demirezer et al. (2001) e Velazquez et al. (2003)
demonstraram a atividade antioxidante de extratos e de taninos isolados do
vinho tinto. Deve-se ter cuidado com o uso de taninos, pois estes podem
provocar irritacdo da mucosa gastrica e alguns possuem efeito carcinogénico
(MITIDIERO, 2002).

1.4 Citotoxicidade

Além de pequenas moléculas da quimica medicinal, os produtos naturais
ainda s&o as principais fontes inovadoras de agentes terapéuticos para varias
patologias, incluindo doengas infecciosas (CLARDY; WALSH, 2004). As
infeccbes bacterianas sdo responsaveis por uma grande proporgao dos
problemas de saude, especialmente nos paises em desenvolvimento (DAVIS,
1994), devido a indisponibilidade relativa de medicamentos e a generalizada
resisténcia as drogas (OKEKE et al., 2005).

As bactérias apresentam a capacidade genética de adquirir e transmitir
resisténcia as drogas que sdo utilizadas como agentes terapéuticos. Essa
resisténcia tem aumentado devido ao uso indiscriminado de agentes

antimicrobianos comerciais comumente utilizados no tratamento das doencas



infecciosas. A ocorréncia de pacientes imunodeprimidos assim como o
surgimento de novas linhagens bacterianas com multipla resisténcia pode levar
ao aparecimento de novas infeccbes hospitalares que resultem em alta
mortalidade (COHEN, 1992).

Dessa forma, com o surgimento continuo de novas doengas € 0
desenvolvimento da resisténcia a drogas em bactérias, virus e células
cancerosas, ha uma necessidade continua para o desenvolvimento de novos
farmacos com novos mecanismos de agdo (FLORENCE, 2008). As estratégias
para minimizar este problema envolvem a utilizagao racional ou o controle na
utilizagao dos antibidticos, um melhor entendimento do mecanismo genético de
resisténcia, assim como a pesquisa e o desenvolvimento de novos
medicamentos de origem natural ou sintética (NASCIMENTO et al., 2000;
ANVISA, 2010).

Essa situagao tem levado os pesquisadores a buscar novas substancias
toxicas para as bactérias, que funcionem como antimicrobianas, a partir de
varias fontes, tais como as plantas medicinais. A triagem de extratos de
plantas, assim como de compostos sintetizados no metabolismo secundario,
para evidenciar a presenca de novos compostos com atividade antimicrobiana
€ uma fonte potencial de medicamentos mais efetivos (KARAMAN et al., 2003).

As bactérias Gram positivas e Gram negativas apresentam diferencas na
estrutura da parede celular. A parede das bactérias Gram positivas apresenta
varias camadas de um polissacaridio denominado peptidioglicano que forma
uma rede através de ligagbes cruzadas entre seus aminoacidos além de
pequenas quantidades de acido teicoico. As bactérias Gram negativas
apresentam uma unica camada de peptidioglicano e uma membrana externa
complexa composta de lipopolissacaridios, proteinas e lipoproteinas. Essas
diferengas estruturais levam a modificacbes na permeabilidade o que acarreta
variagdo na sensibilidade a substéncias exdgenas. Normalmente as bactérias
Gram positivas sdo mais sensiveis aos antimicrobianos do que as Gram
negativas embora alguns antimicrobianos atuem apenas em bactérias Gram
negativas (MADIGAN; MARTINKO, 2004).

Bacillus subtilis € uma bactéria Gram positiva pertencente a familia
Baccillaceae, as células tém forma de bacilos grandes, geralmente moveis,

formando esporos que |hes conferem a capacidade de sobreviver em



condicbes desfavoraveis tais como: altas temperaturas, baixa umidade e
auséncia de nutrientes. E um sapréfita comum do solo e da agua, porém
algumas espécies, acidentalmente provocam infecgdes (TRABULSI, 2004).

Staphylococcus aureus pertence a familia Staphylococcaceae, se
apresentam como cocos Gram positivos que formam grupos com aspecto de
cachos de uvas com cor amarelada, devido a producdo de carotenodides.
Normalmente, esta associado com infecgcdes da pele e do trato respiratorio
inferior. S. aureus tem uma grande importancia clinica uma vez que é a
principal causa de infecgbes hospitalares adquiridas nos bergarios, em cirurgias
e em procedimentos médicos invasivos. Algumas linhagens tém se mostrado
muito resistentes a varios antibidticos (HOLT et al. 1994).

Pseudomonas aeruginosa pertence a familia Pseudomonadaceae
caracteriza-se como bastonete Gram negativo reto ou ligeiramente curvo,
aerobio estrito, podendo ser observado como células isoladas, aos pares, ou
em cadeias curtas, revelando mobilidade através de flagelo polar. P.
aeruginosa se comporta como um patdégeno oportunista iniciando infecgbes em
individuos com baixa resisténcia e frequentemente estd associada com
infecgcdes do trato respiratdrio, urinario e lesbes na pele resultantes de
queimaduras graves ou outros traumatismos. Esta bactéria, naturalmente
resistente a muitos dos antibidticos amplamente utilizados, € comumente
encontrada no ambiente hospitalar e pode infectar facilmente os pacientes que
estdo recebendo tratamento para outras doencas (MADIGAN; MARTINKO,
2004).

Escherichia coli € um bacilo Gram negativo pertencente a familia das
Enterobacteriaceaee, aerdbias ou aerdbias facultativas (HOLT et al., 1994). E.
coli € o membro mais bem conhecido da microbiota normal do intestino
humano, mas também & um patégeno gastrointestinal versatil que pode estar
envolvido na diarréia infantil, ocasionalmente ocorrendo em propor¢des
epidémicas em bercarios ou enfermarias obstétricas. E. coli também pode
causar infecgées no trato urinario de pessoas mais velhas ou naquelas cuja
resisténcia esta diminuida devido a cirurgias ou exposi¢cao a radiagao ionizante.
As linhagens enteropatogénicas de E. coli estdo frequentemente envolvidas
nas infeccbes semelhantes a disenteria e febres generalizadas (TORTORA,
2005).



Embora os produtos naturais sejam amplamente considerados de menor
risco em comparagdo com as drogas sintéticas, eles ndo sao completamente
livres da possibilidade de toxicidade ou outros efeitos adversos (DE SMET,
2004).

Para estudo de citotoxicidade os eritrocitos ou células vermelhas do
sangue sao utilizados em muitos estudos relacionados a composi¢ao e ao
comportamento de membrana, contribuindo com informagdes para estimar o
comportamento de outras membranas celulares, devido, principalmente, a sua
disponibilidade e acessibilidade. Além disso, qualquer alteragdo da membrana
dos eritrocitos, seja em sua composi¢cao ou estabilidade, serve de ferramenta
diagndstica para uma série de doengas e para estudos de comportamentos
celulares mediante ganho de idade, exercicios fisicos, dieta, etanol e
praguicidas (MARIGLIANO et al., 1999; MAZZANTI et al., 2002; GOUVEA;
SILVA, 2006; SRINIVASAN; KEMPAIAH, 2006; BATISTA et al., 2007;
FIRMINO, 2007).

O eritrécito € um tipo de célula que contém alta concentracdo de acidos
graxos poliinsaturados, oxigénio molecular e ions ferro no estado ligado (NIKI
et al., 1991). Por esta razdo, espera-se que eles sejam altamente vulneraveis a
reacbes que envolvem radicais livres e podem ser muito suscetiveis a
peroxidacao dos lipidios de membrana e hemolise (REDDY et al., 2007). Dessa
forma, constituem um poderoso sistema que pode ser utilizado como um
modelo experimental in vitro para investigar os efeitos tdxicos e protetores de
uma grande variedade de substancias ou situagdes associadas com estresse
oxidativo. Entretanto, as células possuem um eficiente sistema antioxidante no
citoplasma que as tornam excepcionalmente resistentes a peroxidagdo quando
os radicais sado produzidos dentro da célula. A ocorréncia de hemolise pode ser
diretamente correlacionada com o efeito toxico das substancias testadas
(BRANDAO et al., 2005).

Os eritrécitos tém sido utilizados como modelo para avaliar o efeito
protetor ou toxico de uma grande variedade de substancias permitindo obter
informacéao sobre os efeitos destas sobre a membrana celular. A ocorréncia de
hemodlise apds a exposicdo ao produto teste pode ser diretamente
correlacionada com a sua citotoxicidade e utilizada como o primeiro passo na

triagem toxicoldgica in vitro (SCHIAR et al., 2007).



O metabolismo normal leva a producao continua de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que desempenham diferentes fungdes in vivo, particularmente
na producao de energia, na fagocitose, na regulagédo do crescimento celular e
na sinalizacdo entre as células (ROTH, 1997). Entretanto, a producao
aumentada dessas moléculas altamente reativas, se ndo forem rapidamente
sequestradas, pode provocar a oxidacdo de biomoléculas (proteinas,
aminoacidos, lipidios e DNA) que levam a danos celulares e a morte (IGNARO
et al., 1999). Varios trabalhos demonstram que as ROS estdo envolvidas na
asma, na inflamagdo, na artrite, na neurodegeneragdo, na doenca de
Parkinson, na sindrome de Down e talvez na deméncia (PERRY et al., 2000).

Ha um interesse crescente em antioxidantes naturais oriundos
especificamente de vegetais, uma vez que varios dados epidemioldgicos
sugerem o seu efeito protetor frente a uma lista crescente de doengas (CAO et
al., 1996; LONG; HALLIWELL, 2001; LEONARD et al., 2002).

A capacidade antioxidante nao enzimatica do sangue esta contida
predominantemente nos eritrocitos circulantes. A principal fungdo do sangue é
transportar os gases respiratérios, O, e CO,, entre os tecidos e os pulmbes
através da hemoglobina. Os eritrécitos contém enzimas responsaveis pela
produgdo de energia para manter a hemoglobina como oxihemoglobina, a
forma reduzida e funcional da proteina (SIEMS; SOMMERBURG; GRUNE,
2000). Entretanto, o ion ferro da hemoglobina esta continuamente exposto a
altas concentragbes de oxigénio, o que resulta na sua lenta oxidagdo a
metahemoglobina (metHB) ou ferrihemoglobina, que é incapaz de se ligar ou
transportar oxigénio. Em condigdes normais o nivel de metHB nos eritrécitos é
mantida abaixo de 1% da hemoglobina total (MANSOURI; LURIE, 1993).

A formacdo de metHb in vivo pode ser reproduzida in vitro pela
exposicdo de uma suspensao de eritrocitos a um agente oxidante e a
quantidade de metHB formada esta diretamente relacionada com a extensao
do stress oxidativo causado pelo agente. Da mesma forma, a exposi¢céo de
eritrocitos a agentes antioxidantes presentes em misturas complexas, tais
como os extratos vegetais, podem evitar a formacao de metHb. A efetividade
do extrato em inibir a formagdo de metHb na presenga de um agente oxidante
pode ser utilizada como a medida da sua atividade antioxidante (CLARO et al.,
2005; ARBOS et al. 2008).



Para se obter informacdes sobre a composicdo e a estrutura das
membranas eritrocitarias, assim como averiguar os efeitos de substancias na
sua integridade, geralmente os pesquisadores usam varias abordagens
bioquimicas, como o SDSPAGE (WAGNER et al., 2002; ROSSI et al., 2006),
impedancia elétrica (IVANQV et al., 2007), aplicagdo de enzimas especificas
(NASUTI et al., 2003), calorimetria (WAGNER et al., 2002), além de técnicas
morfologicas, dentre as quais se incluem a microscopia Optica e as
microscopias eletrénicas (MURRAY; GRANNER, 2002). Outro teste bastante
utilizado e eficiente na avaliacdo da estabilidade das membranas, assim como
na avaliacdo de efeitos toxicolégicos € a fragilidade osmotica eritrocitaria —
FOE (RODRIGUES, 2009).

O volume de eritrécitos no sangue parece ser regulado por uma agao
direta da bomba sddio/potassio ATPase que controla a concentragcéo de soluto
dentro da célula, regulando as forgas osmoticas que pode fazer uma célula
inchar ou encolher (ALBERTS et al.,, 2002). A resisténcia das hemacias a
hemolise caracteriza sua fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE). Ou seja, a
fragilidade osmética eritrocitaria (FOE) expressa a habilidade das membranas
manterem sua integridade estrutural quando expostas a um estresse osmaético
(ALDRICH, 2006).

Diferentes técnicas tém demonstrado que algumas drogas terapéuticas
podem modificar a estrutura e a morfologia das membranas dessas células
(HUBNER et al., 2005; SANTOS et al., 2005; ZHANG et al., 2005). Entretanto,
A FOE ¢é constantemente usada no diagndstico de hemoglobinopatias,
principalmente esferocitoses, na avaliacdo do efeito de drogas sobre a
hematopoiese (SIRICHOTIYAKUL et al., 2004) e para identificar alteragbes de
membrana em portadores de cancer cervical e de apnéia obstrutiva do sono
(OZTURK et al., 2003).

1.5 Genotoxicidade

No inicio dos anos 80 os orgaos de saude publica e as agéncias
ambientais, em varios paises industrializados, acrescentaram a
mutagenicidade a lista das propriedades toxicas a serem avaliadas antes que

agentes quimicos, aditivos de alimentos e medicamentos fossem introduzidos



no mercado (RIBEIRO et al., 2003). No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — MS estabeleceu a “Guia para a Realizagdo de Estudos
de Toxicidade Pré-clinica de Fitoterapicos” que inclui os estudos de
genotoxicidade in vitro e in vivo utilizando bactérias e células de roedores e de
mamiferos (BRASIL, 2004).

A genética toxicologica avalia os efeitos genotdxicos em potencial, uma
vez que estes sdo considerados pré-requisitos importantes para o
desenvolvimento de efeitos adversos a saude, como o cancer. Adicionalmente,
a indugao de mutagdes em células germinativas pode resultar no aumento das
freqUéncias de doencgas genéticas, ou, ainda introdu¢cdo de novas doencas
genéticas no conjunto génico humano (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

A toxicidade genética ndo € uma medida de carcinogenicidade, mas é
frequentemente usada como um indicador para o cancer, uma vez que 0S
testes de mutagenicidade medem um evento inicial ou intermediario da
tumorigénese (FEARON; VOGELSTEIN, 1990), havendo alta associacao entre
respostas positivas em testes de toxicidade genética e carcinogenicidade, tanto
em roedores como no homem (MCCANN et al., 1975; PURCHASE et al.,
1978).

Estudos realizados em varios laboratorios evidenciaram a relagao entre
substancias mutagénicas que também apresentam potencial carcinogénico.
Esta correlacdo esta entre 50 e 90% e depende da estrutura dos agentes
testados, dos testes empregados para a detecgao dos efeitos dos agentes e da
presenca de um sistema de ativagao metabdlica de mamiferos (McCANN et al.,
1975; WHITE; RASMUSSEN, 1996; WEISBURGER, 1999; MORTELMANS;
ZEIGER, 2000; ZEIGER; MARGOLIN, 2000; BRAMBILLA; MARTELLI, 2004).

Como resultado dessas consideracoes, os testes em toxicidade genética
sao utilizados, rotineiramente, para uma avaliagao do espectro toxicologico de
compostos quimicos e medicamentos. Varios testes estdo disponiveis para
avaliacdo do perigo genético. Esses modelos s&o frequentemente
categorizados pelos indicadores biolégicos que avaliam, entre outros fatores:
mutagao génica, dano cromossémico ou lesdo no DNA. A associagao intima
desses indicadores biologicos, bem caracterizados e facilmente quantificados,

com os mecanismos conhecidos de ativagdo de protooncogenes ou perda de



genes supressores de tumor, tem fortalecido a importancia dos testes de
genotoxicidade (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

A inexisténcia na literatura cientifica de dados relativo a citotoxicidade e
a genotoxicidade de Mimosa arenosa (Willd.) Poir. e diante das premissas aqui
apresentadas, avaliamos o potencial citotoxico e genotdxico de taninos obtidos

das cascas do caule desta espécie frente a células procarioticas e eucaridticas.



2 OBJETIVOS

Geral

Investigar a citotoxicidade e genotoxicidade de taninos da casca do
caule de Mimosa arenosa (Willd.) Poir. frente a células procaridticas e
eucarioticas para que possam ser utilizados, com seguranga, como fonte

potencial de drogas terapéuticas ou como ferramentas farmacoldgicas.

Especificos
v' Avaliar a atividade antibacteriana do tanino de M. arenosa frente a

linhagens de microrganismos de importancia clinica, por meio da CIM;

v Avaliar a atividade citotoéxica do tanino de M. arenosa em eritrocitos

humanos dos tipos A, B e O;

v' Avaliar a fragilidade osmética eritrocitaria (causada por tanino de M.

Arenosa) em eritrocitos humanos dos tipos A, B e O;

v Avaliar a atividade oxidante e antioxidante (do tanino de M. Arenosa) em

eritrocitos humanos;

v Investigar o potencial mutagénico (do tanino de M. Arenosa) através do

teste de Ames;

v Avaliar o potencial clastogénico e aneugénico (do tanino de M. Arenosa)

através do teste de micronucleo em eritrocitos de camundongos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material botanico

Foram utilizadas as cascas do caule de Mimosa arenosa (Willd.) Poir.
(MIMOSACEAE) previamente identificadas, provenientes da Fazenda
Lameirdo, propriedade da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
localizada no municipio de Santa Terezinha - PB.

As cascas do caule de Mimosa arenosa foram coletadas em um periodo

chuvoso no ano de 2004.

3.2 Extracdo dos taninos de M. arenosa

As cascas do caule foram cortadas em fragmentos menores,
homogeneizadas, secas em estufa a 103 + 2°C por 48 horas, moidas em uma
forrageira e peneiradas (malha 2x2 mm). O pé resultante foi extraido com agua
fervente por 45 minutos. O extrato produzido foi liofilizado e mantido a 22 °C e
ao abrigo da luz até o momento das analises. A partir de 25g da casca forma
obtidos 18,11 % de taninos condensados. A obtencao dos taninos foi realizada
no Laboratério de Tecnologia de Produtos Florestais (LTPF) da Universidade
Federal de Campina Grande, Centro de Saude e Tecnologia Rural
(UFCG/CSTR), Patos - PB.

3.3 Preparacao da amostra de taninos de M. arenosa

Os taninos foram solubilizados em agua destilada (10 mg/mL) e

utlizados em seguida.
3.4 Avaliagdo da amostra de taninos das cascas do caule de M. arenosa
Aliqguotas de uma solu¢do de taninos (5 mg) foram misturadas com

albumina de soro bovino (BSA) (5mg) nas propor¢cbées de 1:1, 1:2 e 1:4,

incubadas com agitagcédo (100 rpm) por 30 minutos e centrifugadas a 5000 rpm



por 15 minutos. A presenca dos taninos foi confirmada através da visualizagao
da albumina precipitada. A quantificagcdo da albumina precipitada em cada
amostra foi realizada pelo método de Bradford (1976) onde apds a
centrifugagdo 100 pyL do sobrenadante foi diluido em 1 mL de NaCl 0,15 M.
Desta nova solucdo foram retirados 100 pyL e foram adicionados 2,5 mL de
reagente de Bradfort (Comassie Blue G-250 em etanol 95%, H,PO4 85%).
Apos 2 minutos a quantidade de proteina precipitada pelos taninos foi
quantificada em espectrofotbmetro a 595 nm. Os dados obtidos foram

comparados com uma curva padrao de precipitacao de BSA.

3.5 Linhagens Bacterianas

As linhagens bacterianas, oriundas da CCT - Colegdo de Culturas

Tropicais e ATCC — American Type Culture Colection, utilizadas foram:

e Bacillus subtilis CCT 0516

e Escherichia coli ATCC 2536

e Escherichia coli ATCC 10536

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619
e Staphylococcus aureus ATCC 6538

e Staphylococcus aureus ATCC 25925

As linhagens de Salmonella, oriundas do Laboratério de Mutagénese
Ambiental DBCG/CBC/UFRN, utilizadas foram:

e Salmonella typhimurium TA 97 — his D6610, rfa, A uvrB, bio", pKM101
(ApF)

e Salmonella typhimurium TA 98 — his D3052, rfa, A uvrB, bio", pKM101
(ApT)

e Salmonella typhimurium TA 100 — his G46, rfa, A uvrB, bio’, pKM101
(ApF)



e Salmonella typhimurium TA 102 — his G428, rfa, pKM101 (ApF), pAQ1
(Tc%)

3.6 Meios de Cultura

e Luria Bertani (LB): extrato de levedura (DIFCO) 10 g, triptona (DIFCO) 5
g, NaCl (VETEC) 10 g para 1 L.

e Nutriente Broth (NB) (DIFCO) 8 g para 1 L.

e Meio Minimo Agar: 20 mL meio Vogel-Bonner (50X), 50 mL glicose 10%
v/v, 15 g agar para 1L.

e Meio Vogel-Bonner (50x): 10 g MgSO4.H,0, 100 g acido citrico
monohidratado, 500 g K;HPOy4, 175 g NapgNH2PO4.4H,0 para 1 L.

e Agar de superficie: 6 g NaCl, 100 mL histidina/biotina (0,5 mM), 6 g agar
para 100 mL.

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza P.A. Os
meios de cultura foram preparados com &gua destilada esterilizados por

autoclavagao a 121 °C durante 15 minutos.
3.7 Animais experimentais

Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFPB (Certiddo/CEPA n° 0506/11).

Os animais experimentais foram obtidos do Biotério “Prof. Thomas
George” — Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de
Medeiros” (LTF) — UFPB.

Antes dos experimentos, camundongos albinos (Mus musculus),
linhagem Swiss, machos e fémeas, pesando entre 25-38 g, foram mantidos em
condigdes controle de temperatura (21 + 1 °C) e iluminacéo (6 as 18 horas) e
sob rigoroso controle alimentar com uma dieta balanceada de ragao tipo pellets
(Purina) e agua ad libitum.

Os animais foram sacrificados com xilasina (5 mg/Kg) de acordo com as

normas vigentes para evitar ansiedade ou medo (stress) (ANDRADE et al.,



2006) e em seguida foram retiradas aliquotas de sangue da extremidade da

cauda.

3.8 Eritrocitos humanos

Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo
Comité de FEtica em Pesquisa com Seres Humanos da UFPB
(Certidao/CEP/CCS n° 0201/11).

Os eritrocitos humanos (A, B, O) foram oriundos de bolsas contendo
concentrado de eritrocitos que nao poderia mais ser utilizado para transfuséo,
obtido na Unidade Transfusional do Hospital Universitario Lauro
Wanderley/UFPB. A manipulacéo e o descarte dos eritrécitos foi realizado de

acordo com as Normas de Segurancga seguidas pela referida Unidade.

3.9 Avaliacdo do potencial citotéxico dos taninos de M. arenosa frente a

bactérias de importancia clinica

O potencial citotoxico para bactérias foi avaliado através da
determinagcdo da concentracao inibitéria minima (CIM) pela técnica de
microdiluicdo. Para isso, diluicbes seriadas a metade de uma solugdo dos
taninos de M. arenosa (1 - 1024ug) foram adicionadas a uma suspensao (1x10°
2 UFC/mL) de B. subtilis CCT 0516, E. coli ATCC 2536, E. coli ATCC 10536, P.
aeruginosa ATCC 8027, P. aeruginosa ATCC 25619, S. aureus ATCC 6538 e
S. aureus ATCC 25925 em meio LB e em seguida incubadas a 37 °C por 24h.
Foi considerada como CIM a menor concentragao da solugédo de taninos de M.
arenosa que inibiu completamente o crescimento bacteriano (DAVIENNE;
RADDI, 2002). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram

expressos como a média mais ou menos o erro padrao da média.

3.10 Caracterizacédo da atividade antibacteriana

Para determinar se a atividade antibacteriana era bacteriostatica ou
bactericida, uma aliquota da amostra que n&o apresentou crescimento foi

plaqueada em NB Agar na auséncia dos taninos de Mimosa arenosa e em



seguida incubadas a 37 °C por 24h. A atividade dos taninos sera considerada
bacteriostatica quando decorrido este tempo evidenciarmos crescimento e
bactericida, quando este ndo ocorrer (MADIGAN; MARTINKO, 2004). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e foram expressos como a média

mais ou menos o erro padrdo da média.

3.11 Avaliagcdo do potencial citotéxico dos taninos de M. arenosa em

eritréocitos humanos

Uma amostra de sangue humano foi misturado com NaCl 0,9 % na
proporgao de 1:30 e centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos para obtenc¢ao
dos eritrécitos. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes e o
sedimento da ultima centrifugagéo foi ressuspenso em NaCl 0,9% para obter
uma suspensao a 0,5%. As amostras da solugao de taninos de M. arenosa em
diferentes concentragdes (0.1, 1, 10, 100 e 1000ug) foram adicionadas a 2 mL
da suspensao de eritrocitos para um volume final de 2,5 mL. A suspensao de
eritrocitos foi utilizada como controle negativo (0 % de hemdlise) e a suspenséo
de eritrécitos acrescida de Triton X-100 a 1% como controle positivo (100 % de
hemolise). As amostras foram incubadas por 1 hora a 22 + 2 °C sob agitacao
lenta e constante a 100 rpm. Decorrido este tempo foram centrifugadas a 2500
rom durante 5 minutos e a hemoalise foi quantificada por espectrofotometria em
comprimento de onda de 540 nm (RANGEL et al., 1997). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata e expressos em pocentagem.

3.12 Avaliacdo do efeito dos taninos de M. arenosa sobre a fragilidade

osmotica de eritrécitos humanos

A avaliacdo da fragilidade osmatica dos eritrocitos humanos foi realizada
com uma suspensao de eritrécitos a 0,5%. A solugédo de taninos de Mimosa
arenosa na concentragdes de 1000ug foi incubada em tubos contendo 2 mL de
uma suspensao de eritrécitos por 1h a 22 + 2 °C. Decorrido este tempo, as
preparagdes foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
foi descartado. Os eritrécitos foram entdo ressuspensos em solucdes
hipotbnicas de cloreto de sdédio (0,12; 0,24; 0,36; 0,48; 0,60; 0,72; 0,84 e



0.96%) e agitadas a 100 rpm, por uma hora a 22+2 °C. Apods este periodo, as
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e a hemodlise foi
quantificada por espectrofotometria (DU 640 BECKMAN) em comprimento de
onda de 540 nm (DACIE; LEWIS, 2001). Todos os experimentos foram

realizados em triplicata e os resultados expressos em porcentagem.

3.13 Avaliagdo do potencial oxidante e anti-oxidante dos taninos de M.

arenosa em eritrocitos humanos

Para investigar o potencial oxidante dos taninos de Mimosa arenosa,
uma suspensdo de eritrécitos a 30% foi preparada em PBS (11,35g
NaH,P04.2H,0; 24,36g Na,HPO4 e 7,18g NaCl para 1 L; pH 7,4) suplementado
com glicose (200 mg/dL), pH 7,6. Em seguida, as amostras da solugdo de
taninos nas varias concentragdes (10, 100 e 1000 ug) foram adicionadas a 2
mL da suspensao de eritrécitos e incubados por um periodo de 1 hora, sob
agitacéo lenta e constante (100 rpm) a 25 °C. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a porcentagem de
metahemoglobina (metHb) em relagdo a hemoglobina (Hb) total foi quantificada
por espectrofotometria em comprimento de onda de 630 nm e 540 nm,
respectivamente. A porcentagem de metHb formada foi comparada com os
valores obtidos para a fenilhidrazina (PH), um comprovado agente oxidante
(WEFFORT-SANTOS et al., 2008). Para investigar o potencial anti-oxidante,
apo6s o periodo de incubagao de 1h foi adicionado um 1 mmol/L do agente
oxidante fenilhidrazina. As suspensdes foram aeradas e mantidas sob agitagcéo
lenta e constante (100 rpm) por mais 20 minutos a 25°C. Decorrido este
periodo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos,
diluidas em tampao fosfato (9g Na,HPO4.12H,0, 5,7g KH,PO, para 1 L) e a
porcentagem de metHb em relagdo a Hb total foi quantificada por
espectrofotometria a 630 nm e 540 nm. Os valores de metHb entre 1,9 e 2,0%
foram considerados normais enquanto que valores acima de 4% foram
considerados elevados (CAMARGO et al., 2007). A porcentagem de metHb
formada foi comparada com os valores obtidos para a vitamina C (20 mmol/L),
um comprovado agente anti-oxidante (WEFFORT-SANTOS et al., 2008). Todos



os experimentos foram realizados em triplicata e foram expressos como a
média mais ou menos o erro padrao da média. As diferencas entre os grupos

foram avaliadas pelo Teste de Student (P> 0,05).

3.14 Investigacdo do potencial mutagénico e anti-mutagénico dos taninos

de M. arenosa em células bacterianas através do teste de Ames

Suspensdes em meio Agar nutriente de linhagens mutantes de S.
typhimurium TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102, em fase estacionaria, deficientes

na sintese do aminoacido histidina (His ) foram incubadas nas concentracées

de 100ug, 500ug e 1000ug da solugao de taninos, a uma temperatura de 37°C.
Apés 30 min as suspensbes foram plagueadas em meio agar Minimo,
incubadas a 37°C por 48 h. As colénias mutantes (His*) que restauraram sua
capacidade de sintese de histidina (revertentes) foram contadas. Foram
plagueadas suspensbes de S. typhimurium como controle negativo e
suspensdes de S. typhimurium incubadas na presenca de 0,5 ug/placa de 4-
nitroquinolina-1-6xido como controle positivo. Para investigar o potencial anti-
mutagénico, suspensdes de S. typhimurium TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102
foram submetidas a varias concentragdes do produto (100ug, 500ug e 1000ug)
a 37°C por 30 min. Em seguida as amostras foram incubadas na presenca de
4-nitroquinolina-1-6xido por mais 30 minutos, plaqueadas em meio agar minimo
e mantidas a 37°C por 48 h.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
expressos como razao de mutagenicidade (numero de revertentes por placa)
(AMES et al., 1975; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

3.15 Investigacdo do potencial clastogénico e aneugénico dos taninos de

Mimosa arenosa em eritrécitos de roedores in vivo

Todos os experimentos foram realizados no periodo de 14 as 17 horas.
Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a Resolucao
N° 90 — 16/04/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA
(BRASIL, 2004). Grupos de trés machos e trés fémeas receberam, por via oral,



doses de 1000 e 2000 pg da solugao de taninos de Mimosa arenosa. Um grupo
controle (negativo) recebeu apenas o dispersante da amostra e o outro grupo
controle (positivo) recebeu o agente mutagénico ciclofosfamida numa dose de
50 mg por quilo de peso do animal (SIGMA). Vinte e quatro horas apds a
administragdo das substancias, os animais foram sacrificados e o sangue foi
colhido para o preparo das laminas. As laminas foram analisadas para
observacdo da presengca ou ndao de micronucleos nos eritrécitos em cada
animal. Foram contados cerca de 2000 eritrécitos por animal. As laminas foram
coradas com corante pandtico e observadas ao microscopio optico (ZEISS) no
aumento de 1000x para a contagem dos micronucleos (HAYASHI et al., 1994).
Os resultados foram expressos como a média mais ou menos erro padrao da
média. As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo Teste de Student
(P> 0,05).



4 RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da amostra de taninos das cascas do caule de Mimosa

arenosa

Os taninos de M. arenosa foram capazes de promover a precipitacdo da
proteina albumina de soro bovino (BSA) utilizada como padrao. A quantidade
de proteina precipitada foi dependente da quantidade de tanino utilizada e
chegou a 65 % da amostra de BSA (Tabela 1, Grafico 1).

Tabela 1 — Quantidade de proteinas precipitadas pelos taninos de M. arenosa.

Proporcdo BSA (mg) Taninos (mg) Proteinas precipitadas

Utilizada mg %
1:1 5 5 2,38 47,6
1:2 5 10 3,07 61,4
1:4 5 20 3,25 65,0

BSA = Albumina de Soro Bovino
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Gréfico 1 — Quantidade de proteinas precipitadas pelos taninos de M. arenosa.



4.2 Avaliacao do efeito antibacteriano dos taninos de Mimosa arenosa

frente a bactérias de importéncia clinica

Os taninos de M. arenosa inibiram o crescimento de todas as linhagens
bacterianas testadas, Gram positivas e Gram negativas testadas. O género
Staphylococcus foi 0 mais sensivel, enquanto Pseudomonas o mais resistente

a acao antibacterina dos taninos.

Tabela 2 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) dos taninos de M. arenosa.

LINHAGEM BACTERIANA CIM
Bacillus subtilis CCT 0516 500 ug
Escherichia coli ATCC 2536 500 ug
Escherichia coli ATCC 10536 250 ug
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027 1000 pg
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 1000 ug
Staphylococcus aureus ATCC 6538 250 ug
Staphylococcus aureus ATCC 25925 250 ug

4.3 Caracterizacdo da atividade antibacteriana dos taninos de Mimosa
arenosa

Apos a inibicdo do crescimento na presenga da concentracao inibitoria
minima dos taninos as linhagens de B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e S.
aureus foram capazes de retomar o crescimento na auséncia destes. Dessa
forma, a atividade antibacteriana exercida pelos taninos de M. arenosa frente a

todas as linhagens testadas foi bacteriostatica.

4.4 Avaliacao do efeito hemolitico dos taninos de Mimosa arenosa frente a

eritrécitos humanos

Os taninos de M. arenosa foram capazes de induzir hemdlise em
eritrocitos humanos pertencentes aos trés tipos sanguineos do sistema ABO,
entretanto em porcentagens muito baixas (Tabela 3). O efeito hemolitico ndo se

apresentou dependente de concentracdo e os eritrocitos do tipo O se



mostraram mais susceptiveis a tal efeito (Graficos 2, 3 e 4). Os resultados

foram expressos como média aritmética de trés avaliacoes.

Tabela 3 - Porcentagem de hemdlise promovida pelos taninos de M. arenosa

em eritrécitos humanos.

Tipo Taninos de M. arenosa (ug)
Sanguineo
0,1 1 10 100 1000
0] 1,75 1,50 1,62 1,90 1,90
B 0,03 0,03 0,03 0,03 0,09
A 0,66 0,60 0,60 0,64 2,00
2
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Gréafico 2 — Efeito hemolitico de taninos de Mimosa arenosa em eritrocitos
humanos tipo A (n = 3).
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Grafico 3 — Efeito hemolitico de taninos de M. arenosa em eritrécitos humanos
tipo B (n = 3).
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Grafico 4 — Efeito hemolitico de taninos de M. arenosa em eritrécitos humanos
tipo O (n = 3).

4.5 Avaliagéo do efeito dos taninos de Mimosa arenosa sobre a fragilidade
osmaética em eritrocitos

Os graficos 5, 6 e 7 mostram os efeitos dos taninos sobre a fragilidade
osmotica eritrocitaria de M. arenosa e este ndo modificaram a fragilidade
osmotica da membrana dos eritrécitos humanos dos trés tipos sanguineos (A,

B e O) e portanto ndo reduziram significativamente a taxa de hemolise.



0.75
—e— Controle

—&— Taninos 1000 png

g 0.501
o
<
v
O 0.254
o
OOC ] 1 1 1 1 ) )
U T T
& F % ¥ F NP
[NaCI] (%)

Grafico 5 — Efeito dos taninos de M. arenosa sobre eritrécitos humanos tipo O
(n = 3). Anova “two-way”, seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05 (controle x
taninos).
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Gréfico 6 — Efeito dos taninos de M. arenosa sobre eritrécitos humanos tipo A
(n = 3). Anova “two-way”, seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05 (controle x
taninos).
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Gréfico 7 — Efeito dos taninos de M. arenosa sobre eritrécitos humanos tipo B
(n = 3). Anova “two-way”, seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05 (controle x
taninos).



4.6 Avaliacdo do potencial oxidante de taninos de Mimosa arenosa em
eritrécitos humanos

A quantidade de metahemoglobina formada na auséncia e na presenca
dos taninos de M. arenosa em todas as concentragdes testadas nédo
apresentou diferenga significativa. Entretanto esse efeito foi significativamente
menor quando comparado com o efeito da fenilhidrazina, um comprovado

agente oxidante (Tabela 4, Grafico 8).

Tabela 4 - Quantidade de metahemoglobina (MetHb) formada na presenca e

na auséncia dos taninos de M. arenosa. Valores expressos como média *

e.p.m.
Tratamento MetHb (% Hb)
Hb + Phenilhidrazina 32,25+ 0,25
Hb + Taninos 0,1 ug 0,69 +0,48
Hb + Taninos 1 ug 0,74 £ 0,27
Hb + Taninos 10 ug 1,06 + 0,64
Hb + Taninos 100 ug 1,22 + 0,86
Hb + Taninos 1000 ug 2,22 +1,37
Hb 2,55+0,05

Hb=hemoglobina, PH=fenilhidrazina

MetHb(%Hb)
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Gréafico 8 — Efeito de taninos de M. arenosa na formacao de MetHB em
eritrocitos humanos (n=3). As colunas e barras representam a média + e.p.m.
Teste “t”, p<0,05 (PH x taninos).



4.7 Avaliacdo do potencial anti-oxidante de taninos de Mimosa arenosa

em eritrécitos humanos

Quando os eritrocitos foram pré-incubados com os taninos e expostos
em seguida a fenilhidrazina (PH) observou-se que a quantidade de MetHb
formada foi significativamente menor que o efeito da vitamina C um
comprovado agente anti-oxidante. Este efeito ndo se apresentou dependente

de concentracéo (Tabela 5, Grafico 9).

Tabela 5 - Quantidade de metahemoglobina (MetHb) formada na presenca e

na auséncia dos taninos de M. arenosa. Valores expressos como média *

e.p.m.

Tratamento metHb (% Hb)
Hb + vit. C + Phenilhidrazina 52,65 + 0,05
Hb + Taninos 0,1 ug + PH 35,65 + 2,85
Hb + Taninos 1 ug + PH 39,15+ 2,55
Hb + Taninos 10 pg + PH 33,80 £ 7,80
Hb + Taninos 100 ug + PH 34,75+ 1,25
Hb + Taninos 1000 ug + PH 36,00 + 1,80
Hb 2,55+ 0,05

Hb=hemoglobina, PH=fenilhidrazina
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N w B
T 9 9

=
o
1

O-
KRR
o

O © ) ) )
& er? N\ \'QQ '390\} ,&Q@?

[Taninos M. arenosa]

Gréfico 9 — Efeito de taninos de Mimosa arenosa na protecao da formacao de
MetHB em eritrécitos humanos (n=3). As colunas e barras representam a
média = e.p.m. Teste “t", p<0,05 (PH x taninos).



4.8 Investigacao do potencial mutagénico dos taninos de Mimosa arenosa

em células bacterianas através do Teste de Ames

Os taninos de M. arenosa nédo interferiram no crescimento do
“background” bacteriano, portanto ndo foram téxicos para as linhagens de S.
thyphimurium utilizadas no teste. Os taninos na concentragcdo de 500 pg nao
foram capazes de induzir mutagdes uma vez que a razdo de mutagenicidade
(RM) ndo foi maior que o limite de revertentes espontdneos esperados.
Entretanto na concentracdo de 1000 ug observou-se um aumento no numero
de revertentes para as quatro linhagens de S. thyphimurium: TA 100 e TA 102
(RM X 2), TA97 (RMX4)e TA 98 (RM X 7). Os resultados foram expressos
como média da contagem de revertentes em duas placas (razdo de

mutagenicidade) (Tabela 6).

Tabela 6 — Efeito mutagénico dos taninos de M. arenosa frente as linhagens de
S. thiphymurium TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102.

Revertentes RM RM RM RM
(TA 97) (TA 98) (TA 100) (TA 102)

Espontaneos 90 - 180 25-75 75 - 225 240 - 320

Induzidos 81 19 76 31

(Taninos 500 pg)

Induzidos 713 514 555 753
(Taninos 1000 ug)

RM = Razédo de mutagenicidade

4.9 Investigacado do potencial anti-mutagénico dos taninos de M. arenosa

em células bacterianas através do Teste de Ames

A pré-incubagado com os taninos de M. arenosa reduziram o numero de
revertentes induzidos pela NQNO nas linhagens de S. thyphimurium TA 97, TA
98, TA 100 e TA 102 nas duas concentragdes testadas. Os resultados foram
expressos como média da contagem de revertentes em duas placas (razdo de

mutagenicidade) (Tabela 7).



Tabela 7 — Efeito anti-mutagénico dos taninos de M. arenosa frente as
linhagens de S. thiphymurium TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102.

Substancias testadas RM RM RM RM
(TA 97) (TA 98) (TA 100) (TA 102)
NQNO 316 320 932 348
Taninos 500 pg + NQNO 70 29 219 53
Taninos 1000 pg + NQNO 62 44 306 59

NQNO = 4-nitroquinolina-1-6xido (0,5 pg/placa), RM = razédo de mutagenicidade

4.10 Investigacao do potencial clastogénico e aneugénico dos taninos de
M. arenosa através do teste do micronudcleo em eritrécitos de roedores in

Vivo

A presencga de micronucleos em eritrécitos de camundongos no controle
positivo ndo foi influenciada pelo sexo, entdo os dados foram agrupados para
determinar a média de micronucleos, para calcular o erro padrdo da meédia e
para avaliar as diferengas entre os grupos.

Os taninos de M. arenosa nas concentragdes de 1000 e 2000mg/Kg e
nas condi¢des testadas ndo induziram um aumento signficativo na freqiéncia

de micronucleos em relagédo ao controle negativo (Tabela 8 e Figura 2Ae 2B).

Tabela 8 — Frequéncia de eritrocitos micronucleados em eritrécitos de sangue

periférico de camundongos Swiss machos e fémeas.

Substancias testadas Eritrécitos micronucleados (%)

(média £ e.p.m.)

Agua 12,0 + 5,67
Ciclofosfamida (50 mg/Kg) 43,5+ 14,43
Taninos de M. arenosa (1000 mg/Kg) 9,5 + 4,00*
Taninos de M. arenosa (2000 mg/Kg) 9,2 + 3,83*

Agua (controle negativo), Ciclofosfamida (controle positivo)
*N&o s&o significativamente diferentes do controle negativo (P < 0,05)



Figura 2 — A: Teste de micronucleo (Controle Negativo).

Figura 2 — B: Teste de micronucleo (Taninos na concentragao de 1000 mg/Kg).

Figura 2 — C: Teste de micronucleo (Taninos na concentragao de 2000 mg/Kg).



Figura 2 — D: Teste de micronucleo (Controle Positivo).



5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram investigados pela primeira vez o potencial
citotoxico e genotdxico dos taninos de Mimosa arenosa (Milld.) Poir. frente a
células procariodticas e eucaridticas. A citotoxicidade foi avaliada através dos
efeitos antibacterianos, hemoliticos e oxidantes e a genotoxicidade através dos
efeitos mutagénicos, clastogénicos e aneugénicos. Os resultados mais
relevantes deste estudo foram a atividade bacteriostatica frente a bactérias
Gram positivas e Gram negativas, baixa atividade hemolitica frente a eritrocitos
humanos do sistema ABO, auséncia de efeito oxidante e efeito anti-oxidante
superior ao da vitamina C. Podemos ressaltar a ocorréncia de efeitos
mutagénicos apenas na mais alta concentragdo testada e auséncia de efeitos
clastogénicos e aneugénicos.

Os taninos de M. arenosa apresentaram efeito bacteriostatico para as
linhagens Gram positivas e Gram negativas com concentracgéo inibitoria minima
que variou entre 250ug, 500ug e 1000ug. Este resultado é relevante uma vez
que bactérias Gram positivas sdo normalmente mais sensiveis a antibiéticos do
que as bactérias Gram negativas (MADIGAN; 2004). Isso se deve ao fato de
que a membrana externa das bactérias Gram negativas é uma barreira que
dificulta a entrada de varias moléculas de antibidticos e o espaco
periplasmatico contém enzimas que sao capazes de degradar moléculas
vindas de fora da célula (HOLETZ et al., 2002). Além disso o antibiético que
atua sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas, denominados de amplo
espectro, tém uma maior aplicacdo médica do que aqueles que atuam apenas
sobre um grupo de microrganismos.

Nao existe consenso sobre o nivel de inibicao aceitavel para os produtos
naturais quando comparados com antibiéticos que sdo utilizados na clinica
médica, tanto que alguns autores consideram somente resultados similares aos
dos antibidticos, enquanto outros consideram com bom potencial mesmo
aqueles com niveis de inibicdo superiores. Aligianis et al. (2001) propuseram
uma classificagao para materiais vegetais com base nos resultados de CIM que
considera como: inibi¢ado forte - CIM até 500 upg/mL, inibicdo moderada — CIM

entre 600 e 1500 pg/mL e inibicdo fraca — CIM acima de 1600 pg/mL.



Padilha (2010) testando o extrato etandlico de Mimosa arenosa e
Mimosa tenuiflora obteve valores da CIM na ordem de 0,18 mg/mL para
linhagens de Sthaphylococcus aureus de origem hospitalar e ATCC 25923.
Outro trabalho que utiliza taninos de Mimosa arenosa é o de Macedo-Costa
(2009), que observou sua eficacia antimicrobiana frente as linhagens de
Streptococcus mutans, S. sanguinis, S. salivarius, S. mitis, S. oralis,
Lactobacillus casei, Candida guillermondi, C. tropicallis, C. krusei e
Staphylococos epidermidis, onde os taninos de Mimosa arenosa produziram
halos de 18 a 26 mm e apresentaram desempenho médio significativamente
superior a clorexidina 0,12% (detergente catibnico com atividade
antimicrobiana de largo espectro).

Politi (2011) ao analisar a agao de taninos isolados de Endopleura uchi
contra linhagens de Bacillus subtilis (ATCC 9372), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 27853), Escherichia coli
(ATCC 25922), Shigella sonnei (isolado clinico) e Candida albicans (ATCC
64548) ndo observou nenhuma inibig&do significativa do crescimento bacteriano,
exceto uma pequena atividade dos extratos contra S. aureus. Entretanto, a
autora observa que a partir do principio que taninos formam complexos com as
proteinas (HAGERMAN, A.E. 1978; HASLAM, E. 1996) é possivel que esteja
ocorrendo precipitacdo local, que impede os taninos de se difundirem no meio
de cultura, com isso, mascarando sua atividade real, apesar da presenca de
Tween 80.

Quando se considera a utilizagdo de outros fitoconstituintes e/ou outras
espécies do género Mimosa, se observa que estes tem apresentado
significante atividade antimicrobiana, € o caso de flavondides obtidos de
Mimosa pudica que inibiram o crescimento de bactérias patogénicas Gram-
positivas como Staphylococcus aureus - halo inibicado de 18.1 £ 0.15 e Gram-
negativas como Escherichia coli MTCC 2961- halo inibigdo de 14.9 + 0.11,
Pseuodomonas aeruginosa MTCC 4676 — halo de 11.0 £ 0.15 e Salmonella
typhi MTCC 733 — halo de 14.1 + 0.20 (DOSS A et al., 2011).

Estes dados para flavondides corroboram com os de Rosado-Vallado
(2000) que identificou a agdo antimicrobiana de Mimosa pigra contra
Staphylococcus aureus ATCC 6338, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,
Bacillus subtilis ATCC 6633 e Candida albicans ATCC 10231. A atividade



antibacteriana dos flavondéides ocorre provavelmente devido a sua capacidade
de formar complexos soluvéis com proteinas extracelulares e com a parede
celular bacteriana (TSUCHIYA et al., 1996).

Bezerra (2009) estudou o extrato etandlico de M. tenuiflora e observou
halos de inibicdo que variaram de 6 a 25 mm frente a linhagens de
Staphylococcus aureus. Das amostras testadas, as diluicbes de 1:1; 1:2; 1:4;
1:8; 1:16 e 1:32 apresentaram halos superiores ao halo minimo de 12 mm
estabelecido por Silva et al. (2003) para S. aureus, enquanto que as dilui¢des
1:64; 1:128; 1:256; 1:512 apresentaram percentual de atividade de 92%, 72%,
28% e 0% respectivamente. Em estudos realizados por Pereira et al. (2009a),
os extratos etanolicos de M. tenuiflora foram eficazes no tratamento de bufalas
com diagnéstico de mastite clinica e subclinica, causada por cepas de S.
aureus coagulase positiva e negativa.

Para o extrato hidroalcodlico de M. tenuiflora, Gongalves et al. (2005)
demonstraram que houve atividade sobre S. aureus e P. aeruginosa, obtendo
resultados que confirmam a sensibilidade destes microrganismos ao extrato da
planta. Em 2006, o mesmo autor demonstrou a excelente atividade
antimicrobiana do extrato de M. tenuiflora contra Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp coagulase negativa e outros microorganismos, formando
halos de inibicdo de 23 e 12 mm respectivamente. A atividade antimicrobiana
do extrato de Mimosa tenuiflora pode estar vinculada a presenca de taninos e
flavondides como descrito por Meckes-Lozoya et al. (1990).

Genest (2008) demonstrou que os extratos metandlico e diclorometano
de M. pudica apresentaram consideravel atividade bacteriostatica contra as
cepas bacterianas de Bacillus cereus, B. subtilis, Escherichia coli, Escherichia
coli resistentes a ampicilina, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (intervalo da CIM = 0,625-2,50 mg/mL).

Segundo Loguercio et al. (2005) o mecanismo de agao antimicrobiana
dos taninos explica-se por trés hipoteses: i) os taninos inibem enzimas
bacterianas e fungicas e/ou se complexam com os substratos dessas enzimas;
i) os taninos atuam sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando seu metabolismo, iii) os taninos se complexam com ions
metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo

microbiano.



Nao ha na literatura relatos de trabalhos que tenham avaliado a
citotoxicidade de Mimosa arenosa nem de outras espécies desse género,
assim como fitoconstituintes isolados dela, sendo este um trabalho pioneiro na
determinacao da citotoxicidade utilizando células sanguineas.

Meckes-Lozoya et al. (1990b) relataram a atividade hemolitica do extrato
bruto da casca do caule de Mimosa tenuiflora. Neste caso, a atividade
hemolitica foi atribuida as saponinas triterpénicas presentes no extrato que
induziram a ruptura da membrana dos eritrécitos (BANERJI et al., 1981).
Estudos realizados em 1992 detectaram um efeito hemolitico em baixas
concentragcdes do extrato metandlico de M. tenuiflora que continha alcaldides e
um efeito hemaglutinante em doses elevadas (HEINRICH et al., 1992).

A avaliagdo do potencial citotoxico dos taninos de Mimosa arenosa
demonstrou que estes ndo possuem a capacidade de causar danos na
membrana eritrocitaria de trés tipos sanquineos do sistema ABO, que levem ao
rompimento e consequente morte da célula (Tabela 2, Graficos 2, 3 e 4). Isto é
de extrema importancia visto que os eritrocitos desempenham papel
fundamental no transporte de gases (O, e CO3) e no controle da formagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo.

A integridade da membrana celular depende do tbnus celular e de
substancias que podem interferir na matriz da membrana (MOUSINHO et al.,
2008). Varias substancias podem modificar esse equilibrio e se torna
importante avaliar este potencial quando uma substancia é candidata a
aplicagdes farmacoldgicas.

A fragilidade osmatica eritrocitaria (FOE) avalia a influéncia qualitativa de
substancias sobre os eritrécitos (MOUSINHO et al., 2008) e expressa a
habilidade das membranas manterem sua integridade estrutural quando
expostas a um estresse osmotico (ALDRICH, 2006).

A osmolaridade com que a célula sofre lise esta relacionada a fatores
intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos destacam-se a razdo
area/volume, forma e tamanho celular, espécie e propriedades inerentes as
membranas. Segundo Maede (1980), em pacientes humanos a FOE é
influenciada pela quantidade de colesterol presente na membrana
citoplasmatica, este fator torna os eritrocitos mais resistentes a medida que

aumenta o nivel de colesterol sanguineo. Eritrécitos nucleados s&o mais



resistentes que eritrécitos nao-nucleados. Os eritrocitos maiores sao
proporcionalmente mais resistentes que eritrécitos menores (RODRIGUES,
2009).

Alguns autores tém descrito que algumas drogas assim como alguns
fitoconstituintes sdo capazes de induzir alteragdes na forma e fisiologia dos
eritrécitos (AMMUS; YUNIS, 1989; OLIVEIRA et al., 2005).

Os taninos de Mimosa arenosa nao apresentaram efeito sobre a
fragilidade osmética da membrana e portanto ndo modificaram as propriedades
fisiolégicas dos eritrocitos humanos (Graficos 5, 6 e 7).

Na ultima década, uma vasta gama de técnicas analiticas tem
sido desenvolvidas para medir a  atividade antioxidante de
extratos vegetais e plantas (BRANDWILLIAMS, 1995; PRIETO, 1999). A
procura por antioxidantes de fontes naturais tem recebido muita atencdo e
varios esforgcos tém sido investidos para identificar compostos que possam agir
como antioxidantes satisfatérios para substituir os sintéticos (WONG; LEONG;
KOH, 2006).

Alguns estudos (EINBOND et al., 2004; BANERJEE et al., 2005; CHOI et
al., 2006) relatam que muitas atividades bioldgicas, tais como a antioxidante e
antimicrobiana, sdo devidas ao teor de fendis totais, como taninos e
flavonoides.

Nesse estudo foi identificado que os taninos de Mimosa arenosa nao
causam oxidagao da hemoglobina apds sua exposi¢ao por lise das membranas
eritrocitarias (Tabela 4, Grafico 8), isto € um dado importante tendo em vista
que, a oxidagdo da hemoglobina leva a formagao de radicais livres que podem
causar danos as demais células e sistemas do organismo humano (SIEMS,
2000).

Os eritrocitos podem ser considerados como sequestradores de radicais
livres, pois eles podem fornecer protecdo antioxidante ndo sé para si mas
também para outros tecidos e 6rgaos do corpo (MENDIRATTA, 1998; SIEMS,
2000). Apesar de possuir uma forma muito eficaz e poderoso sistema
antioxidante, o ferro ferroso da hemoglobina é exposto continuamente a altas
concentragbes de oxigénio levando a sua oxidagdo lenta para
metahemoglobina (MetHb, também conhecido como ferrihemoglobina). Ao

contrario de sua forma reduzida, MetHb é incapaz de ligar ou transportar



oxigénio. Em condi¢gdes normais, o nivel de MetHb em eritrécitos € mantida
com menos de 1% do total de hemoglobina.

Os eritrocitos humanos constituem um poderoso sistema que pode ser
utilizado como um modelo experimental in vitro para investigar o potencial anti-
oxidante de extratos vegetais a partir da quantificagdo da metHb formada
(CLARO et al., 2005; ARBOS et al. 2008). Deve-se ter em mente, entretanto,
que atividades antioxidantes observadas em eritrécitos ndo necessariamente
refletem as atividades antioxidantes do organismo como um todo. Além disso,
existem variagdes genéticas entre os individuos que resultam em expressao
génica alterada levando a efeitos variados e potencialmente indesejados na
atividade antioxidante (ARBOS et al. 2008).

Os taninos de M. arenosa protegeram os eritrocitos da agdo oxidativa da
fenilhidrazina, um reconhecido agente oxidante, em todas as concentragdes
testadas e de forma mais eficiente que a vitamina C, um comprovado agente
antioxidante (Tabela 5, Grafico 9). Este resultado corrobora outros dados da
literatura que afirmam que taninos possuem atividade antioxidante. Entretanto
a maioria dos trabalhos relatam a presenca de taninos associados a outros
metabdlitos secundarios fendlicos, como os flavondides. Substancias fendlicas
sao reconhecidamente detentoras de atividade antioxidante, atuando como
sequestradores de radicais livres e como quelantes de metais (PESSUTO,
2009).

Zambelli (2006) utilizou o método sequestrador de radicais livres DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazil) para observar a atividade antioxidante de taninos
totais de Syzygium malaccense. O DPPH é um radical livre que pode aceitar
um elétron ou radical hidrogénio para tornar-se uma molécula diamagnética
estavel. Com isso, a autora identificou que os taninos presentes nas fragdes
acetato de etila, metandlica e no extrato bruto de Syzygium malaccense
possuiam atividade antioxidante.

Em seu trabalho, Souza (2007) analisou a atividade antioxidante de
taninos de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Leguminosae-
Mimosoidae) nas fragdes etandlica, acetona-agua e cloroférmio frente ao
DPPH. Desta forma, a determinacdo da capacidade de sequestro de radicais
livres indicou que os extratos polares tém potencial maior do que o extrato

obtido com cloroférmio, para captar os radicais DPPH. Esta atividade



antioxidante apresentada pelos extratos polares parece ser devida a
constituicao e teor de compostos fendlicos da classe dos taninos presentes na
casca de S. adstringens.

Pessuto (2009) avaliou o potencial antioxidante de extratos e de taninos
condensados isolados das folhas de M. ilicifolia pelo método de DPPH e
observou que a fragdo acetato de etila apresenta capacidade antioxidante,
significativa, em comparagcdo aos extrato bruto e fragdo aquosa, devido,
possivelmente, ao conteudo em substancias polifendlicas. A capacidade
antioxidante relativa ou total da fracdo acetato de etila foi estatisticamente
comparavel a vitamina C, um reconhecido agente antioxidante, o que denota o
potencial desta fracédo, provavelmente pela presenga dos taninos condensados.

Estes resultados foram confirmados por outros investigadores. Okamura
et al. (1993) demonstraram que taninos presentes em Eucalyptus sp. tém
potencial atividade antioxidante. Bors et al. (2000) demonstraram a atividade
antioxidante de proantocianidinas e taninos hidrolisaveis presentes no vinho
tinto e no cha verde.

A avaliagcédo da toxicidade e genotoxicidade de produtos naturais € um
passo fundamental para que as industrias farmacéuticas liberem no mercado
um novo agente terapéutico (MARSIGLIA, 2011).

A identificagdo de substéncias capazes de induzir mutagdes € de grande
interesse uma vez que elas podem comprometer a linhagem de células
germinativas levando a problemas de fertiidade e a mutagdes nas futuras
geracgdes. As mutagcbes podem ocorrer como mutagdes génicas onde uma
unica base é modificada (transigao/transversao) ou uma ou algumas poucas
bases sao inseridas ou deletadas (modificagdo na estrutura de leitura), como
grandes dele¢gdes ou rearranjos de DNA, como quebras e/ou rearranjos
cromossOmicos e ainda como ganho ou perda de cromossomos inteiros. As
mutagdes génicas sdo quantificadas em bactérias e em outros sistemas
celulares quando elas promovem uma modificagdo nas exigéncias para a sua
multiplicagcdo (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Os taninos sao descritos na literatura como antimutagénicos (DAUER et
al., 2003), antioxidantes (HASLAM, 1996) e antitumorais (SALEEM et al.,
2002), entre outros. No entanto, eles também apresentam potencial pro-

oxidante (LABIENIEC et al., 2003). Na presenca de certos ions metalicos, os



taninos séo pré-oxidantes, citotoxicos e genotéxicos. A atividade genotdxica de
taninos em células de mamiferos €& causada por quebras fita-simples
(LABIENIEC; GABRYELAK, 2003).

O teste de mutagenicidade ou teste de Ames foi especificamente
desenvolvido para detectar mutagénese induzida quimicamente e ¢é
amplamente utilizado para identificar substadncias que podem produzir
alteragbes genéticas que levam a mutagbes génicas. Um composto é
considerado mutagénico quando o aumento na dose esta diretamente
relacionado com o aumento no numero de colénias mutantes em uma ou mais
linhagens de Salmonella thyphimurium dependentes de histidina
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

O teste de Ames é mundialmente utilizado como um método de triagem
para determinar o potencial mutagénico de novos compostos quimicos e
drogas uma vez que existe uma alta associagao entre respostas positivas em
testes de toxicidade genética e carcinogenicidade, tanto em roedores como no
homem (MCCANN et al.,, 1975; PURCHASE et al.,, 1978; MORTELMANS;
ZEIGER, 2000).

Estudos realizados por Ferreira & Vargas (1999) com plantas utilizadas
na medicina popular no sul do Brasil, indicaram que no ensaio com S.
typhimurium os extratos de Myrciaria tenella Berg. (Myrtaceae), Smilax
campestris  Griseb. (Smilacaceae), Tripodanthus acutifolius  Tiegh.
(Loranthaceae) e Cassia corymbosa Benth. (Leguminosae), apresentaram
atividade mutagénica, provavelmente devido a presenga de flavondides,
taninos e antraquinonas nos extratos.

Horn e Vargas (2003) analisaram o efeito mutagénico e antimutagénico
do extrato aquoso de duas plantas utilizadas na medicina popular brasileira
(Maytenus ilicifolia e Peltastes peltatus) com grande quantidade de flavondides
e taninos em sua constituicdo, nas concentragdes de 25, 75, 125, 250, 375 e
500 mg/placa. Foi observado que as infuses de M.ilicifolia e P.peltatus
apresentaram um efeito mutagénico sinérgistico na presenga de 4NQO,
aumentando a atividade mutagénica em ambos os frameshift e a substituicao
de pares de bases nos ensaios de mutagenicidade, além de produzir
citotoxicidade. O efeito sinergistico foi maior na linhagem TA100, em ambos as

espécies, sendo demonstrado em varias concentragoes.



Della Torre (2011) investigou a mutagenicidade do extrato hidroalcodlico
de Plathymenia reticulata Benth (LEGUMINOSEAE) frente as linhagens de
Salmonella typhimurium TA97a, TA98, TA100 e TA102. Espécies desta familia
sao conhecidas por apresentarem altas taxas de flavondides e taninos em sua
constituicdo. O extrato hidroalcodlico foi mutagénico para a linhagem TA98, o
que segundo o autor pode ser um dado clinicamente relevante, pois um dos
usos populares desta espécie € em casos de diarréia ou disenterias (POTT,
2004). O extrato de P. reticulata também mostrou sinais de mutagenicidade
para TA97 e TA102.

Os taninos de M. arenosa nao foram téxicos para as linhagens de S.
thyphimurium, principalmente na concentracéo de 500 pg onde estes ndo foram
capazes de induzir mutagdes. Entretanto na concentracdo de 1000 pg foi
observado um acentuado aumento no numero de colbnias revertentes
indicando que os taninos apresentam potencial para induzir mutagdées génicas
por transigcao, transversao, ou modificagao na estrutura de leitura (Tabela 6) .

A pré-incubagédo com os taninos de M. arenosa reduziram o numero de
revertentes induzidos pela NQNO, um comprovado agente mutagénico,
indicando que estes possuem atividade anti-mutagénica (Tabela 7).

O teste de micronucleo em células da medula 6ssea de roedores tem
sido amplamente empregado e aceito pelas agéncias reguladoras e
comunidade cientifica como parte da avaliagdo de seguranga de um produto
(CHOY, 2001; MATEUCA et al., 2006, VALADARES et al., 2007). O teste de
micronucleo € um método utilizado para avaliar a capacidade de substancias
para induzir danos cromossémicos nas ceélulas em diferentes estagios de
divisdo na medula éssea (FENECH, 1997).

As células micronucleadas formadas na medula 6ssea na presenca de
agentes clastogénicos podem ser detectadas no sangue periférico de
camundongos. O teste de micronucleo em sangue periférico apresenta varias
vantagens, tais como: facilidade na preparagdo da amostra com pequena
quantidade de sangue, facilidade na contagem, avaliagdo em varios intervalos
utilizando o mesmo animal, avaliagao de efeitos cumulativos e deteccéo rapida
(VIKRAM et al., 2007)



Os taninos de M. arenosa nao induziram aumento na frequéncia de
micronucleos em eritrocitos de camundongo e portanto nédo séo capazes de

induzir dano cromossémico estrutural e/ou numérico (Tabela 8, Figura 2).



6 CONCLUSOES

Na investigacao citotdxica e genotoxica dos taninos das cascas do caule
de Mimosa arenosa (Willd.) Poir. em células procariéticas e eucaribticas, pode-

se concluir que:

v" Os taninos de M. arenosa inibiram o crescimento das linhagens
bacterianas de Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus, agindo portanto sobre bactérias Gram positivas

e Gram negativas sendo o seu efeito bacteriostatico.

v O género Staphylococcus foi o mais sensivel e Pseudomonas o mais

resistente a agao antibacterina dos taninos.

v Os taninos de M. arenosa ndo induziram hemdlise e portanto nado
causaram danos a membrana celular dos eritrécitos humanos dos trés

tipos sanguineos testados.

v Os taninos de M. arenosa ndo induziram a formacdo de
metahemoglobina e portanto ndo apresentaram efeito oxidante em
nenhuma das concentragdes testadas. Por outro lado, apresentaram

efeito anti-oxidante e maior que o efeito da vitamina C.

v" Os taninos de M. arenosa nao apresentaram efeito sobre a fragilidade
osmotica de eritrécitos humanos e portanto ndo modificaram as

propriedades fisiologicas da membrana celular.

v" Os taninos de M. arenosa na concentragdo de 1000 ug aumentaram o
indice de Mutagenicidade em todas as linhagens de S. thiphymurium

testadas, portanto apresentaram potencial mutagénico.

v' Os taninos de M. arenosa apresentaram potencial anti-mutagénico

desde que foram capazes de reduzir o numero de revertentes nas



linhagens TA 97, TA 98, TA 100 e TA102 de S. thiphymurium induzidos

pela 4-nitroquinolina-1-6xido.

v" Os taninos de M. arenosa nas concentragdes de 1000 e 2000 mg/Kg e
nas condi¢coes testadas nao induziram danos cromossémicos estrutural

e/ou numérico em eritrécitos de camundongo.
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