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RESUMO

SILVA, V.A. AVALIACAO CITOTOXICA E GENOTOXICA DE Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir. (Mimosaceae). 2012. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos, area de concentracdo: Farmacologia) CCS/UFPB, Jodo Pessoa.

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., popularmente conhecida como jurema preta, € uma
planta da familia Mimosaceae, encontrada principalmente nos estados do Piaui, Ceara,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, sendo esta
espécie tipica das areas semi-aridas do Brasil. Na medicina popular, a casca do caule é
a principal parte da planta utilizada no tratamento de diversas enfermidades como
infecgbes. O presente trabalho teve como objetivo investigar a citotoxicidade e a
genotoxicidade do extrato etanolico bruto (EEB) da Mimosa tenuiflora em células
procariéticas e eucaridticas com a finalidade posterior de incentivar, com seguranca, a
sua utilizacdo como fonte de drogas potencialmente terapéuticas ou que atuem como
ferramentas farmacolégicas. Para tanto, avaliou-se a atividade antimicrobiana frente a
bactérias Gram negativas e Gram positivas de importancia clinica, investigou-se o
potencial citotoxico utilizando como parametro a atividade hemolitica e a fragilidade
osmoética (anti-hemolitica), assim como o potencial oxidante e antioxidante em
eritrécitos humanos, observou-se o potencial mutagénico e antimutagénico em células
bacterianas através do teste de Ames e também avaliou-se o potencial clastogénico e
aneugénico através do teste do micronucleo em sangue periférico de camundongos in
vivo. Os resultados mostraram que o EEB e os taninos de M.tenuiflora tiveram atividade
antibacteriana contra toda as linhagens de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli testadas, e esta foi caracterizada como forte com CIM
variando de 62,5 a 250 pg.mL™. Na investigacdo citotoxica do EEB de M.tenuiflora
observamos que o0 extrato ndo induziu um grau significativo de hemdlise e ainda
protegeu a membrana do eritrocito contra hemolise. Nos testes de atividade oxidante o
EEB de M.tenuiflora ndo provocou oxidagdo da hemoglobina e nos testes de atividade
antioxidante o extrato se comportou como um poderoso agente antioxidante. Ja na
investigacdo genotdxica, observamos que o EEB da M.tenuiflora ndo foi mutagénico,
nem nos testes in vitro nem in vivo e apresentou efeito antimutagénico em algumas
linhagens ensaiadas. Sendo assim, a baixa atividade citotoxicidade e genotoxicidade de
M.tenuiflora ndo comprometem seu uso como fonte de droga potencialmente
terapéutica.

Palavras-chave: Mimosa tenuiflora, citotoxicidade, genotoxicidade, plantas medicinais.



ABSTRACT

SILVA, V.A. Cytotoxic and genotoxic evaluation of Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.
(Mimosaceae).2012. Dissertation (Master in Bioactive Synthetic and Natural Products -
Concentration Area: Pharmacology) - CCS/UFPB, Joao Pessoa.

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., popularly known as Jurema preta, is a plant family
Mimosaceae, found mainly in the states of Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe and Bahia, which this species is typical of semi-arid
areas of Brazil. In folk medicine, the bark of the stem is the main part of the plant used to
treat various ailments such as burns and inflammations. This study aimed to investigate
the cytotoxicity and genotoxicity of crude ethanolic extract (BSE) and Mimosa tenuiflora
in prokaryotic and eukaryotic cells in order to encourage later, safely, its use as a source
of potentially therapeutic drugs or act as pharmacological tools. To this end, we
evaluated the antimicrobial activity against Gram negative and Gram positive clinical
importance, investigated the potential cytotoxic utilizing the hemolytic activity and
osmotic fragility (anti-hemolytic), as well as potential antioxidant and anti-oxidant in
human erythrocytes, there was observed the potential mutagenic and anti-mutagenic in
bacterial cells through the Ames test and also evaluated the clastogenic and aneugenic
potential using the micronucleus test in peripheral blood of mice in vivo. The results
showed that the EEB and the tannins of M.tenuiflora had antibacterial activity against all
strains of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli tested
and this was characterized as strong with MIC ranging from 62,5 to 250 pg.mL™. In the
investigation of cytotoxic of M.tenuiflora it was observed that the extract did not induce a
significant degree of hemolysis and even protected the erythrocyte membrane against
hemolysis. In tests of the oxidizing activity of M.tenuiflora, this plant did not cause
oxidation of hemoglobin and tests of the extract antioxidant activity behaved as a
powerful antioxidant. In the investigation of genotoxicity, we observed that M.tenuiflora
was not mutagenic, or in vitro tests and in vivo. Thus, the extract of M.tenuiflora has no
cytotoxic or genotoxic that compromise its use as a source of potentially therapeutic
drugs.

Keywords: Mimosa tenuiflora, cytotoxicity, genotoxicity, medicinal plants.
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1.INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencao de
doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade.
Atualmente, populacdes de todo o mundo fazem o uso de plantas medicinais para tratar
inimeras doencas e isto se deve principalmente, dentre outros fatores, a falta de
acesso aos medicamentos sintéticos devido ao alto custo (VEIGA JUNIOR;PINTO;
MACIEL, 2005).

Sabe-se que o0 uso de antibiéticos foi revolucionario no tratamento das infec¢des
bacterianas e crucial para a reducdo da mortalidade (NATARO e KAPER,1998).
Entretanto, seu uso abusivo e indiscriminado pela populacéo contribui para o aumento
da resisténcia microbiana, fator este que dificulta o tratamento de doencas causadas
por microrganismos multirresistentes como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Atualmente, a resisténcia bacteriana vem sendo
considerada um crescente problema de saude publica mundial e 0 maior obstaculo para
0 sucesso de um tratamento, ja que continua a reduzir o numero de antibiéticos validos
disponiveis. Com base nisso, a busca por novos compostos eficazes no combate a
esses microrganismos tem sido alvo de estudo de muitos pesquisadores. Os vegetais
sdo uma excelente fonte destes compostos, tendo em vista que a diversidade molecular
dos produtos naturais € muito superior aquela derivada dos processos de sintese
guimica (RISSATO et al., 2004).

O conceito mais perigoso surgido nos ultimos tempos foi o de que as plantas
medicinais nao representam qualquer risco para a saude humana por serem naturais e
por serem utilizadas pela populacdo de todo o mundo desde muito tempo atras. Com
base nisso, é importante verificar atividades citotoxicas e genotoxicas, pois alguns de
seus constituintes biologicamente ativos podem ser téxicos em nivel celular (VEIGA
JUNIOR et al., 2005).

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. € uma planta arbustiva da familia Mimosaceae,
conhecida popularmente como “jurema preta”. Os constituintes ativos da jurema preta
gue tém sido descritos sdo principalmente os esterdides, terpendides e taninos, sendo

este ultimo o principal responséavel por um amplo espectro de atividade contra bactérias,
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fungos, virus e protozoarios (MECKES-LOZOYA et al., 1990a).

Sabendo que € de grande importancia pesquisar novas fontes de produtos
naturais eficazes contra microrganismos resistentes e visto que a jurema preta € uma
planta bastante utilizada pela populacao, principalmente do sertdo nordestino para o
tratamento de infeccdes, este trabalho tem como objetivo investigar a atividade
citotoxica e genotdxica do extrato etandlico bruto (EEB) da casca do caule da Mimosa

tenuiflora (Willd.) Poir. frente a células procarioticas e eucaridticas.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plantas Medicinais e Fitoterapicos

Ao longo do tempo tém sido registrados variados procedimentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolugdo da medicina
alopética a partir da segunda metade do século XX, existem obstaculos basicos na sua
utilizacdo pelas populacdes carentes, que vao desde 0 acesso aos centros de
atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Estes motivos,
associados com a féacil obtencdo e a grande tradicdo do uso de plantas medicinais,
contribuem para sua utilizacdo pelas populacdes principalmente dos paises em

desenvolvimento (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). .

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencao de
doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude, até o ano 2000, 85% das pessoas no mundo
utilizaram plantas medicinais para tratar da saude, 80% das pessoas dos paises em
desenvolvimento no mundo dependeram da medicina tradicional e/ou complementar
para suas necessidades basicas de saude, e que cerca de 85% da medicina tradicional

envolveu o uso de extratos de plantas (SOLER, 2000).

O uso de medicamentos é muito recente e sua comprovacao por testes clinicos é
ainda mais. Enquanto os medicamentos apresentam, em sua quase totalidade, um
anico principio ativo que é responsavel pelo seu efeito farmacoldgico, os extratos
vegetais, por exemplo, sdo constituidos por misturas multicomponentes de substancias
ativas, parcialmente ativas e inativas, que, muitas das vezes, atuam em alvos
farmacoldgicos diferentes. A eficacia destes extratos é o resultado de seu uso, durante
muitos anos, por diferentes grupos étnicos (FERREIRA; PINTO, 2010).

A historia da descoberta de drogas a partir de produtos naturais tem sido
extraordinariamente bem sucedida (GULLO; HUGHES, 2005). Nos ultimos 25 anos
cerca de 30% dos novos farmacos aprovados sdo produtos naturais ou derivados

destes. Contudo, no que se refere aos farmacos anticancerigenos, esse niamero sobe



20
Silva, V.A

para 42%, de acordo com Newman e Cragg (2007).

As industrias farmacéuticas foram e continuam sendo beneficiadas pelos
conhecimentos populares sobre o uso medicinal das plantas. Recentemente, mostrou-
se que 50% dos medicamentos aprovados entre 1981 e 2006, pelo FDA, séo direta ou
indiretamente derivados de produtos naturais (FERREIRA; PINTO, 2010).

As pesquisas cientificas envolvendo estudo de plantas iniciaram na tentativa de
comprovar a identidade botanica, composicdo quimica e acdo farmacolégica das
drogas vegetais, agrupando aquelas de efeito semelhante. Essas pesquisas buscaram
determinar as estruturas quimicas envolvidas, a reproducdo das estruturas
guimicamente ativas e a promocdo de modificacbes estruturais. Esses estudos
possibilitaram a proposicdo de maior atividade terapéutica, junto aos requisitos de
qualidade e auséncia de toxicidade (MIGUEL; MIGUEL, 2004).

Segundo a RDC 14/2010, Fitoterapia € a utilizacdo de vegetais em preparacdes
farmacéuticas, como extratos, pomadas, tinturas e cipsulas, empregados no tratamento
de doencas, manutencdo e recuperacdo da saude. Medicamentos fitoterapicos sdo
agueles obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja
eficacia e seguranca séo validadas por meio de levantamentos etnofarmacolégicos, de
utilizacéo, documentagbes tecno-cientificas ou evidéncias clinicas. Os medicamentos
fitoterapicos sdo caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,

assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (ANVISA, 2010).

No Brasil, a fitoterapia é uma opcdo medicamentosa que se adequa as
necessidades de varios municipios no atendimento primario a saude (ELDIN;
DUNFORD, 2001). De forma geral, os fatores da expanséo da fitoterapia devem-se a
preferéncia dos consumidores por tratamentos “naturais”, a crescente validacao
cientifica das propriedades farmacolégicas de espécies vegetais, o desenvolvimento de
novos métodos analiticos para o controle de qualidade, o desenvolvimento de novas
formas de preparacbes e administracdo dos produtos e 0 custo relativamente baixo
(CANIGUERAL et al., 2003; MELO et al., 2007).

A atencao dirigida pelas autoridades e administradores de saude para o uso de
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plantas medicinais aumentou consideravelmente nos ultimos anos, por diferentes
razbes e em diferentes setores. Incentivo em investimentos publicos em plantas
medicinais tem sido feito pela OMS desde 1978, observando-se crescente aceitacdo da
fitoterapia por profissionais de saude da atengado basica assim como a observagao do
aumento de seu uso pela populacdo (HOMAR, 2005). Nos paises em desenvolvimento,
isto resultou principalmente na decisé@o de levar mais a sério a medicina tradicional e de
explorar a possibilidade de utiliza-la em cuidados primarios de saude. Em outros paises,
as autoridades de saude foram obrigadas a adotar medidas impostas pelo interesse do
publico no uso de plantas medicinais (CARVALHO et al., 2008;GUIMARAES et al.,
2006).

No Brasil, diretrizes do Ministério da Saude determinaram prioridades na
investigacado das plantas medicinais implantando a fitoterapia como pratica oficial da
medicina, orientando as Comiss@es Interinstitucionais de Saude (CIS) a buscarem sua
inclusdo no Sistema Unico de Satide (SUS). Para que essa inclusdo ocorra é essencial
que os profissionais da area de saude conhegam as atividades farmacoldgicas e a
toxicidade das plantas medicinais de cada bioma brasileiro, de acordo com os
costumes, tradicdes e condi¢des sbcio-econdmicas da populacdo. Atualmente, existem
programas estaduais e municipais de Fitoterapia, desde aqueles com regulamentacao
especifica para o servigo, implementado ha mais de 10 anos, até aqueles com inicio
recente ou com pretensdo de implantacdo. Em levantamento realizado pelo Ministério
da Saude no ano de 2004, em todos os municipios brasileiros, verificou-se que a
Fitoterapia esta presente em 116 municipios, contemplando 22 unidades federadas
(BRASIL, 2006). Alguns trabalhos ja séo realizados em estados como o Ceara com o
objetivo de desvendar o uso de plantas medicinais pela populacédo, encontrando uma

alta prevaléncia de uso (SILVA et al., 2006).

O levantamento da diversidade de plantas e seu uso como medicinal, na regiao
Nordeste do Brasil foi realizado e como resultado foi registrado um total de 483
espécies pertencentes a 79 familias, nos remetendo para a grande importancia da
investigacdo das espécies farmacologicamente ainda néo estudadas (AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007).
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Em relacdo a movimentacao financeira, os fitoterapicos sempre apresentaram
uma parcela significativa no mercado de medicamentos. O setor movimenta
globalmente US$ 21,7 bilhdes por ano. No Brasil, ndo existem dados oficiais
atualizados, porém, estima-se que esse mercado gira em torno de US$ 160 milhdes por
ano. Em toda a cadeia produtiva, o setor fitoterapico movimenta anualmente cerca de
R$ 1 bilhdo de reais (FEBRAFARMA, 2007).

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigagbes da medicina
tradicional e popular (etnofarmacolégico); isolamento, purificagdo e caracterizacdo de
principios ativos (quimica organica, fitoquimica); investigacfes farmacoldgicas de
extratos vegetais e constituintes quimicos isolados (farmacologia); transformacfes
quimicas de principios ativos (quimica organica sintética); estudo da relagéo
estrutura/atividade e dos mecanismos de ac¢éo dos principios ativos (quimica medicinal
e farmacolédgica) e finalmente a operacdo de formulacbes para a producdo de
fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa de plantas medicinais conduz a um
caminho promissor e eficaz para descoberta de novos medicamentos (MACIEL et al.,
2002).

O interesse na diversidade molecular das plantas tem estimulado a busca pelo
conhecimento do seu metabolismo secundario, o qual é responsavel pela sintese dos
compostos vegetais com atividade biol6gica. Grupos de compostos de estruturas
complexas como alcaldides, terpendides e compostos fendlicos, bem como seus
derivados, tem sido alvo de investigacao a respeito de suas propriedades medicinais,
aromaticas e curativas. A diversidade, em termos de estruturas e propriedades
guimicas, na qual essas substancias ocorrem na natureza, podem servir para o
desenvolvimento de um grande numero de produtos naturais de interesse comercial,

principalmente fitofarmacos (ALVES, 2001).

As plantas sédo capazes de produzir diferentes substancias toxicas em grandes
guantidades, aparentemente para sua defesa contra virus, bactérias, fungos e animais
predadores. Muitas dessas substancias sao responsaveis pelas suas propriedades
medicinais e aromaticas que sdo utilizadas na medicina popular e despertam interesse

cientifico pelas suas atividades biolégicas (LAPA et al. 2002).
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2.2 Antimicrobianos e resisténcia bacteriana

O uso de antimicrobianos foi revolucionario no tratamento das infeccdes
bacterianas e crucial para a reducdo da mortalidade (NATARO; KAPER, 1998).
Entretanto, seu uso abusivo e indiscriminado, tanto em humanos (CHUC et al., 2002)
guanto na medicina veterinaria (COSTA et al., 2006), contribui para 0 aumento da
resisténcia antimicrobiana (CHUC et al., 2002). Essa resisténcia relaciona-se, ainda, a
producdo de enzimas (B-lactamases e [-lactamases de amplo espectro), que atuam
sobre a estrutura das penicilinas, inativando-as, caracteristica que constitui um
mecanismo de defesa desses agentes. Emery e Weymouth (1997) constataram que a
sintese dessas enzimas era codificada por genes presentes nos plasmidios e/ou
cromossomos, portanto transmitidos para as geragfes seguintes Outra forma de
resisténcia esta relacionada a composi¢cado bioquimica da parede celular bacteriana, as
quais conferem impermeabilidade a determinadas substancias. Ainda, a
impenetrabilidade ao antibiético pode ser aumentada pela diminuicdo de receptores de
membrana para antibiéticos e pela existéncia de proteinas especificas para a
exportacdo de substancias nocivas ao metabolismo celular, as bombas de efluxo
(GILBERT ;McBAIN, 2001)..

A resisténcia bacteriana € um fendmeno relacionado a formacao de cepas néo
sensiveis aos antibioticos, que sdo capazes de se multiplicar mesmo na presenca de
concentracbes de antimicrobianos mais elevadas do que as provenientes de doses
terapéuticas convencionais e ocorre devido a evolugcdo natural dos microrganismos,
além do uso desmedido e irracional destes agentes nas praticas médicas, agrarias e
veterinarias (WANNMACHER, 2004; HOEFEL et al.,, 2006). A elevada atividade
metabdlica e reprodutiva das bactérias associada a mecanismos de troca de material
genético pode favorecer para que os microrganismos desenvolvam ao longo do tempo
formas de resisténcia intrinsecas a estrutura fisica celular, relacionadas a eventos
mutacionais e mesmo a transferéncia de genes de resisténcia aos antimicrobianos para
outras bactérias (CLOETE, 2003).

Segundo a OMS, mudangas na populagdo microbiana podem levar ao

surgimento de microrganismos patogénicos e ao desenvolvimento de novos fatores de
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viruléncia em patégenos antigos, como o0 desenvolvimento da resisténcia a
antimicrobianos ou mudangas na habilidade de sobrevivéncia em condi¢des ambientais
adversas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Atualmente, a resisténcia bacteriana vem sendo considerada um crescente
problema de saude publica mundial e o maior obstaculo para o sucesso de um
tratamento, j& que continua a reduzir o nimero de antibiéticos vélidos disponiveis
(BENGHEZAL et al., 2007; OLIVEIRA; SILVA., 2008).

Tem sido grande o impacto clinico e econémico em decorréncia da presenca de
microrganismos resistentes, particularmente no ambiente hospitalar, citando-se
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa como 0s agentes multirresistentes
mais comuns de infec¢cdes nosocomiais (BERNARDES et al., 2004; SADER et al.,
2001). As infecgBes causadas particularmente por estes patégenos sdo um desafio
clinico, uma vez que eles apresentam alta capacidade de desenvolver resisténcia
devido a uma maior adaptacdo sob a pressdo seletiva do uso intenso de
antimicrobianos e séo caracterizados pela suscetibilidade natural a um nimero limitado

de agentes.

A Escherichia. coli € o membro mais bem conhecido da microbiota normal do
intestino humano, mas também é um patdgeno gastrointestinal versatil que pode estar
envolvido na diarréia infantil, ocasionalmente ocorrendo em proporc¢des epidémicas em
bercarios ou enfermarias obstétricas. E. coli também pode causar infec¢cdes no trato
urinario de pessoas ou naquelas cuja resisténcia esta diminuida devido a cirurgias ou
exposicdo a radiacdo ionizante. As linhagens enteropatogénicas de E. coli estdo
freqientemente envolvidas nas infecgcbes semelhantes a disenteria e febres
generalizadas (TORTORA, 2005).

Essa grande resisténcia que 0s microrganismos vém adquirindo aos mais
diversos tipos de antibiéticos vem despertando o interesse de pesquisadores a buscar
novos medicamentos que sejam eficazes no tratamento de doencas causadas por
esses microrganismos. Os vegetais sdo uma excelente fonte de busca, tendo em vista

gue a diversidade molecular dos produtos naturais é muito superior aquela derivada dos
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processos de sintese quimica (NOVAIS, 2003).

De modo geral, os agentes antimicrobianos podem manifestar sua atividade
através de varios mecanismos: lesdo da parede celular, alteracdes da permeabilidade
celular, alteracbes das moléculas de proteinas e acidos nucléicos, inibicdo da sintese
de acidos nucléicos. Contudo, numerosos estudos tém sido realizados com a finalidade
de estabelecer o sitio especifico da acdo de cada agente antimicrobiano. Esses estudos
tornam-se complicados pelas véarias modificacdes que ocorrem nas células expostas a
um agente antimicrobiano, tornando-se dificil o estabelecimento do local primario da
leséo celular, onde ira ocorrer, como consequéncia, a deterioracdo das atividades vitais
(PELCZAR et al., 1980).

Os trabalhos relacionados a atividade antimicrobiana de plantas medicinais
tiveram inicio na década de 1940 e logo em 1943, Osborn, pesquisando a atividade de
2300 plantas superiores contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, verificou que
plantas pertencentes a 63 géneros continham substancias que inibiam crescimento de
um ou mais microrganismos. Cardoso e Santos (1948), avaliaram 100 diferentes
extratos vegetais indicado na terapéutica com atividade anti-inflamatéria ou cicatrizante.
Destes 100 extratos, apenas cinco apresentaram atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

No Brasil, as pesquisas sobre atividades antimicrobianas de origem vegetal
tiveram impulso a partir de trabalhos de Gongalves de Lima (1959) e de outros
pesquisadores como Santana et al. (1968). Esses autores relatavam, contudo, que os
estudos relacionados com a atividade bioldgica de produtos naturais eram escassos em
varios paises do mundo, tendo havido decréscimo nas prescricdes que continham
drogas de origem vegetal entre os anos de 1950 e 1960. No entanto, em razdo dos
crescentes problemas associados ao uso indiscriminado de antibidticos, como o0s
efeitos colaterais, alto custo e a crescente resisténcia de microrganismos, entre outras
questBes de saude publica, os estudos de substancias oriundas de vegetais superiores

adquiriram novas perspectivas (DAVIS, 1994).

Machado et al. (2003) avaliaram 14 extratos de plantas medicinais brasileiras,
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utiizadas no tratamento de doencas infecciosas, quanto ao seu potencial
antimicrobiano frente a microrganismos resistentes de importancia médica. O extrato de
Punica granatum L. (rom&) mostrou-se eficiente contra Staphylococcus aureus
resistente a meticilina. O 6leo essencial de Artemisia annua L. foi avaliado quanto a sua
atividade antimicrobiana e inibiu o crescimento de uma bactéria Gram positiva
Enterococcus hirae e dos fungos testados (JUTEAU et al., 2002). O 6leo essencial das
folnas de S. cuminii e Syzygium travancoricum Gamble foram testados para avaliar
suas propriedades antibacterianas. A atividade do 6leo essencial de S. cuminii foi

considerada boa, enquanto do S. travancoricum foi moderada (HOLETZ et al., 2002).

Bergonzelli et al.(2003) avaliaram a atividade de 60 Oleos essenciais sobre
Helicobacter pylori e observaram que 30 desses afetavam seu crescimento com zonas
de inibicdo in vitro, sua pesquisa também indicou que os Oleos essenciais sao
improvaveis para uso com eficiéncia in vivo, mas seus efeitos sdo relevantes para

complementacao de terapias instituidas.

Schinus terenbinthifolius, aroeira, possui atividade antimicrobiana sobre fungos e

bactérias destacando-se Staphylococcus aureus e Candida albicans (LIMA et al., 2004).

Os progressos nos estudos da etnofarmacologia, fitoquimica, atividades
biolégicas, biologia molecular e da estratégia de modificagdo molecular racional tém
sido importantes para compreender e elucidar o mecanismo de ac¢do de principios
ativos obtidos de plantas, como também para o entendimento e identificacdo dos sitios
receptores existentes nas células do hospedeiro. Estes parametros propiciam a
producdo de farmacos naturais, seguros, economicamente acessiveis, estaveis,
padronizados e eficientes, ou entdo, poderdo ser utilizados como modelos para o
desenvolvimento de moléculas sintéticas apropriadas para a producdo de
antimicrobianos efetivos com efeitos desejaveis e especificos, e, certamente, serdo
eliminados os efeitos colaterais ou indesejaveis ao hospedeiro, conforme sugere Delle
Monache (2001).

2.3 Antioxidantes

O O, tem um significado fundamental para os organismos aerdbios, pois participa
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da obtencgéo de energia na forma de ATP, através da cadeia respiratoria, como aceptor
final de elétrons. Participa também de varias rea¢cbes metabodlicas como a biossintese
de prostaglandinas e esteréides e na oxidacdo de muitas substancias aromaticas, entre
outras (FLESCHIN et al., 2000).

O metabolismo normal leva a producdo continua de espécies reativas de
oxigénio (ROS) os quais desempenham diferentes fungdes in vivo, particularmente na
producdo de energia, na fagocitose, na regulacdo do crescimento celular e na
sinalizacdo entre as células (ROTH, 1997). Entretanto, a producdo 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).

Os radicais livres também estdo envolvidos em varios processos deletérios ao
organismo humano como cancer, aterosclerose, Diabetes mellitus, artrite reumatoide,
distrofia muscular, catarata, desordens neuroldgicas e processo de envelhecimento
(NORDBERG; ARNER, 2001). Finalmente, a presenca de radicais livres tem sido
correlacionada com um grande nimero de doencas, mas ndo como agentes etioldgicos
e sim como fatores que participam diretamente dos mecanismos fisiopatolégicos, os
quais determinam a continuidade e as complicacdes de diversos estados patoldgicos
(ROVER JUNIOR et al., 2001).

Segundo Halliwell (1997), antioxidante é qualquer substancia que, presente em
baixas concentracdes quando comparada ao substrato oxidavel, atrasa ou inibe a

oxidacdo desse substrato de maneira eficaz.

No século passado, a partir dos anos 80, deu-se 0 inicio as pesquisas com
antioxidantes naturais visando a substituicdo total ou parcial dos antioxidantes
sintéticos, aos quais se atribuem efeitos deletérios ao organismo animal quando
utilizados em doses elevadas (DURAN; PADILLA; 1993). Enfase tem sido dada a
identificacdo e purificacdo de novos compostos com atividade antioxidante, oriundos de
fontes naturais, que possam agir sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como

uma forma de prevenir a deterioracdo oxidativa de biomoléculas e restringir a utilizacédo
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dos antioxidantes sintéticos SHAHIDI; ALASALVAR; LIYANA-PATHIRANA, 2007).

O uso de antioxidantes naturais tem aumentado com as descobertas das
propriedades dos componentes que s&do produzidos pelas plantas por meio do
metabolismo secundario. Atribui-se a presenca de compostos fendlicos, com destaque
aos flavonoides, a atividade antioxidante dos componentes produzidos pelos vegetais.
Esses componentes podem atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais
livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigénio singleto e/ou exibir
simultaneamente, mais de uma dessas fun¢cdes (CANTERLE, 2005; HALLIWELL,
1997).

A capacidade antioxidante n&o enzimatica do sangue esta contida
predominantemente nos eritrocitos circulantes. A principal fungcdo do sangue é
transportar os gases respiratérios, O, e CO,, entre os tecidos e os pulmdes através da
hemoglobina. Os eritrocitos contém enzimas responsaveis pela producdo 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 est4 continuamente exposto a altas concentracdes de oxigénio, o que
resulta na sua lenta oxidacdo a metahemoglobina (metHB) ou ferrihemoglobina, que é
incapaz de se ligar ou transportar oxigénio. Em condicdes normais o nivel de
metahemoglobia (metHB) nos eritrécitos € mantido abaixo de 1% da hemoglobina total
(MANSOURI; LURIE, 1993).

A formacao de metHb in vivo pode ser imitada in vitro através da exposi¢cao de
uma suspensao de eritrocitos a um agente oxidante e a quantidade de metHB formada
esta diretamente relacionada com a extensdo do stress oxidativo causado pelo agente.
Da mesma forma, a exposicdo de eritrOcitos a agentes antioxidantes presentes em
misturas complexas, tais como 0s extratos vegetais, podem evitar a formacéo de
metHb. A efetividade do extrato em inibir a formacdo de metHb na presenca de um
agente oxidante pode ser utilizada como a medida da sua atividade antioxidante
(ARBOS et al., 2008; CLARO et al., 2005).



29
Silva, V.A

2.4 A importancia de estudos citotoxicos e genotoxicos

Se populacbes dos paises mais pobres utilizam as plantas medicinais por
tradicAo e/ou auséncia de alternativas econdmicas viaveis, nos paises mais
desenvolvidos observa-se um maior uso de fitomedicamentos influenciado pelo
modismo de consumo de produtos naturais. Este modismo favoreceu a difusdo das
promessas de cura através das plantas medicinais para males como a impoténcia, a
ansiedade e a obesidade, algumas vezes em um Unico extrato. O conceito mais
perigoso surgido na mesma época foi o de que as plantas medicinais ndo representam
quaisquer riscos para a saude humana por serem naturais e terem sido testadas
através de séculos de utilizacdo pela populacdo de todo o mundo (VEIGA JUNIOR, et
al., 2005).

Infelizmente, a maior parte dos fitoterapicos que sao utilizados atualmente por
automedicacado ou por prescricdo médica ndo tem o seu perfil tdxico bem conhecido
(CAPASSO et al., 2000; VEIGA-JUNIOR; MELLO, 2008). Por outro lado, a utilizacao
inadequada de um produto, mesmo de baixa toxicidade, pode induzir problemas graves
desde que existam outros fatores de risco tais como contra-indicacdes ou uso
concomitante de outros medicamentos (AMORIM et al., 2007; COELHO, 1998;
CORDEIRO et al., 2005).

Com base nisso, € de grande importancia realizar estudos de toxicidade em
extratos a base de plantas, pois alguns de seus constituintes biologicamente ativos
podem ser tOxicos para 0 organismo e conterem substancias quimicas conhecidas

como mutagénicas ou carcinogénicas.

A deteccdo de atividade citotoxica de um fitoterapico constitui uma medida
prioritaria, uma vez que varios compostos quimicos podem ser capazes de causar
efeitos toxicos. Portanto, experimentos capazes de fornecer, com razoavel margem de
seguranca, indicagdes sobre os riscos envolvidos na sua utilizacdo sdo fundamentais
(BENIGNI, 2005).

O eritrocito € 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
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esta razdo, espera-se que eles sejam altamente vulneraveis a reacdes que envolvem
radicais livres e podem ser muito suscetiveis a peroxidacao dos lipidios de membrana e
hemolise. Dessa forma, a avaliacdo do potencial citotoxico em eritrocitos humanos
constitui um poderoso sistema que pode ser utilizado como um modelo experimental in
vitro para investigar os efeitos toxicos e protetores de uma grande variedade de
substancias ou situagBes associadas com estresse oxidativo. Entretanto, as células
possuem um eficiente sistema antioxidante no citoplasma que as tornam
excepcionalmente resistentes a peroxidacdo quando os radicais sdo produzidos dentro
da célula. A ocorréncia de hemdlise pode ser diretamente correlacionada com o efeito
toxico das substancias testadas (BRANDAO et al., 2005).

Em paises desenvolvidos, as drogas vegetais sao testadas e avaliadas
seguindo-se normas e critérios similares aqueles estabelecidos para medicamentos
sintéticos. No entanto, ha pouca informacédo sobre a genotoxicidade de drogas vegetais.
Contudo, a avaliacédo dos efeitos mutagénicos de compostos provenientes de plantas €,
sem duvida, uma atividade fundamental para a reducdo dos riscos de exposicao a
esses agentes (MOREIRA et al., 2002).

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 genotoxicidade é uma area da genética que estuda o0s processos que alteram
0 DNA, processo classificado como mutagénese. Os agentes que mudam a seqiéncia
do DNA sao “toxicos” para o gene e sao, entdo, chamados de genotdxicos. A palavra
mutacédo pode ser definida como sendo qualquer alteracdo permanente no DNA, que
leva a uma alteracdo herdavel da funcdo génica. O aparecimento de mutagdes ocorre
em todos os seres vivos, sendo um processo fundamental para a evolucdo e
diversidade das espécies, mas podem levar uma série de problemas para o organismo.
A probabilidade de uma mutag&o ser vantajosa é pequena para célula eucaribtica, mas
existe (SILVA; ERDTMAN;HENRIQUES, 2003).
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Esta bem documentado que as mutagBes génicas atuam em etapas do processo
de carcinogénese e que ensaios que detectam componentes genotoxicos permitem
identificar substancias com risco potencial aos seres humanos. Substancias
genotoxicas tém em comum propriedades quimicas e fisicas que permitem interacdes
com os acidos nucléicos. Devido a sua alta reatividade, podem levar a defeitos
hereditarios através de mutagBes em células germinativas, e quando a mutagdo ocorre
em células somaticas, a consequéncia mais comum € a formacao de tumores benignos
ou malignos. Além disso, recentemente foi proposto que as mutacdes em células
somaticas podem também estar envolvidas na patogénese de algumas doencas
cronicas degenerativas tais como as cardiovasculares e  neurodegenerativas
(ANDREASSI et al., 2000; ARUOMA, 2003; DE FLORA, 1996, ROSS; MARGOLIS,
2005).

No inicio dos anos 80, os 6rgdos 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).

Para avaliacdo da atividade mutagénica existem diversas metodologias, contudo,
destacam-se 0s ensaios que detectam mutacdo génica reversa em Salmonella
typhimurium. Este teste tem sido amplamente utilizado para identificar mutagenos entre
substancias puras, misturas complexas e amostras ambientais e caracteriza-se pela
utilizacdo de linhagens indicadoras de Salmonella typhimurium sensiveis a substancias
capazes de induzir diferentes tipos de mutacdo. Na presenca de agentes mutagénicos,
estas linhagens revertem seu carater de auxotrofia para a sintese de histidina e passam
a formar colénias em meio desprovido desse aminoacido (ZEIGER, 2001; VARELLA, et
al., 2004). Varias substancias mutagénicas primeiramente identificadas pelo teste de

Ames mostraram-se carcinogénicas em ensaios com animais (MARON; AMES, 1983).

A toxicidade genética ndo é uma medida de carcinogenicidade, mas &
frequentemente usada como um indicador para o cancer, uma vez que os testes de
mutagenicidade medem um evento inicial ou intermediério da tumorigénese (FEARON;

VOGELSTEIN, 1990), havendo alta associacéo entre respostas positivas em testes de
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toxicidade genética e carcinogenicidade, tanto em roedores como no homem (MCCANN
et al.,, 1975; PURCHASE et al., 1978).

Estudos realizados em varios laboratérios evidenciaram a relagdo 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 deteccdo dos efeitos dos agentes e da presenca de um
sistema de ativacdo metabdlica de mamiferos (BRAMBILLA; MARTELLI, 2004;
McCANN et al., 1975; MORTELMANS; ZEIGER, 2000; WEISBURGER, 1999; WHITE;
RASMUSSEN, 1996; ZEIGER; MARGOLIN, 2000).

2.5 Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Figura 1 e 2) apresenta como sindbnimos
Mimosa hostilis (Mart.) Benth. ou Acacia hostilis Benth., popularmente conhecida como
jurema preta, € uma leguminosa da familia Mimosaceae, subfamilia Mimosoideae. Esta
espécie é tipica das éareas semi-aridas do Brasil, encontrada principalmente na
caatinga, resistente a seca e com grande capacidade de rebrota durante todo o ano
(CRONQUIST, 1981). E uma arvoreta de 5 a 7 m de altura, de porte arbustivo,
formando hastes de mais de 1,5 m de altura, com aculeos esparsos, eretos e bem
agudos. Possui caule ereto ou levemente inclinado, com ramificacdo abundante e
apresenta casca rugosa, fendida longitudinalmente, pouco fibrosa. (OLIVEIRA et al.,
1999)
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Figura 1- Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir — Partes aéreas.

Fonte: PEREIRA, A.V.,ZOlO
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Figura 2- A: Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Patos-PB); B: Caule da M.tenuiflora; C:
Fruto da M.tenuiflora; D: Influorescéncia e folhas de M.tenuiflora.

Fonte:http://pistasdocaminho.blogspot.com/2008/11/jurema-preta-rvore-sagrada.html

No Nordeste brasileiro, algumas tribos indigenas fazem o uso do vinho da jurema
ou ajuca, uma “bebida milagrosa”, feita geralmente a partir de representantes de um
género da familia Mimosaceae, cuja principal espécie é a Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir.,, a jurema preta (ALBUQUERUQE, 1997). A substancia responsavel pela

psicoatividade € um alcal6ide triptaminico, a N,N-dimetiltriptamina (DMT), inativo
guando administrado por via oral (MECKES-LOZOYA et al., 1990a).

Andrade-Lima (1954) define o habitat da espécie no Brasil, afirmando sua
distribuicdo por quase todo o sertdo nordestino, em areas de caatinga. A jurema preta é
uma planta encontrada em larga escala, estando disseminada nos estados do Piaui,


http://pistasdocaminho.blogspot.com/2008/11/jurema-preta-rvore-sagrada.html
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Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia. Simom e
Proenca (2000) informaram que M. tenuiflora ocorre também na Venezuela, Colémbia,
América Central e México. Camargo-Ricalde (2000) acrescentam Honduras,

Guatemala, El Salvador, Nicardgua e Panama.

A jurema preta é encontrada preferencialmente em formacdes secundarias de
varzeas com bom teor de umidade, de solos profundos, alcalinos e de boa fertilidade,
com crescimento lento. Suas raizes tém uma alta capacidade de penetracdo nos
terrenos compactos, sendo considerada uma planta com grande potencial como planta
regeneradora de terrenos erodidos, € uma espécie indicadora de uma sucessao
secundaria progressiva ou de recuperacao e sua tendéncia ao longo do processo € de
reducdo da densidade (BEZERRA, 2008).

No nordeste, a jurema preta tem sido explorada para producéo de estacas e
lenha por apresentar alta densidade basica (0,77g/cm®) (ARAUJO et al., 2004), além de
gue, 0s caprinos, ovinos e bovinos tém nessa planta, verde ou fenada, um importante
componente de suas dietas, especialmente pastejando as rebrotas mais jovens no

inicio das chuvas, bem como as folhas e vagens secas durante o periodo de estiagem.

Segundo Schultes (1978), no Nordeste brasileiro, acredita-se que a casca de M.
tenuiflora pode ser utilizada para curar fadiga. Na medicina popular, a casca do caule é
a principal parte da planta utilizada no tratamento de diversas enfermidades como
infeccdes. Os usos populares mais tradicionais no México podem ser efetuados por
meio de infuso ou através de p6 ou pomadas. No primeiro caso, € utilizada para lavar
feridas, fazer gargarejos e bochechos contra escoriacdes na boca e contra parasitas e
problemas gastrintestinais. No segundo caso, é aplicada em feridas e queimaduras na
pele (DE SOUZA, 2002).

7

No ambito comercial, o p6é da jurema preta é utilizado em queimaduras de
segundo e terceiro graus para inibir a dor e cicatrizar com relativa eficacia; o sabao é
utilizado contra dermatoses, acne, manchas, rugas e estrias; a pomada € aplicada em
gueimaduras leves, na pele com manchas, fungos e herpes; o extrato € empregado
contra alergias, eczemas, cicatrizes e como ténico capilar. Sdo também utilizadas

capsulas contra problemas internos como hiperacidez, gastrites, Ulcera péptica e
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duodenal, colite, hemorrdidas e dor de cabeca. Pode ser usado ainda o talco no
tratamento de reacles alérgicas, erupcoes, efeitos de reagbes imunologicas da pele, e
arranhdes; xampus para fortalecer o couro cabeludo, evitar caspas e a queda de cabelo
e creme para regenerar a pele e desvanecer as linhas de expressdo. Produtos
contendo M. tenuiflora tém sido cada vez mais distribuidos pelo mundo (DE SOUZA,
2002). Estudo realizado por Maia (2004) indica que a M. tenuiflora apresenta potencial

antimicrobiano, analgésico, regenerador de células, antitérmico e adstringente peitoral.

Durante os anos 90, estudos farmacoldgicos e fitoquimicos feitos por um grupo
de pesquisas no México relataram a existéncia de compostos naturais com atividade
cicatrizante no cortex da M. tenuiflora (Willd.) Poir. Uma série de estudos com
experimentos pré-clinicos concluiram que o extrato aquoso e alcodlico das cascas
secas da M. tenuiflora sdo particularmente rico em taninos e também apresentam
saponinas esteroidais. As atividades bioldgicas atribuidas a esses extratos foram uma
alta atividade antimicrobiana in vitro contra uma variedade de microrganismos,
leveduras e dermatdfitos; e também inducdo do crescimento de fibroblastos e outras
células humanas in vitro (MECKES-LOZOYA et al., 1990a,b;LOZOYA et al., 1989).

Segundo Meckes-Lozoya et al.,(1990a), a abundancia de taninos e flavondides
detectada no extrato de M. tenuiflora (Willd.) Poir. € a provavel responsavel pela
atividade antimicrobiana verificada em Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus
e Acinetobacter calcoaceticus, além de fungos como Microsporum canis, gypseum,

Thrichophyton mentagrophytes, rubus e Chaetomium indicum.

Taninos sao biopolimeros polifendlicos abundantes em plantas, obtidos da
madeira e/ou casca de muitas folhosas e da casca de algumas coniferas os quais
possuem a habilidade de complexar e precipitar proteinas (SALUNKHE et al., 1990) e
outras macromoléculas em solu¢bes aquosas (SALMINEN;KARONEM, 2011).

Recentemente, estudos clinicos realizados nos hospitais do Instituto Mexicano
de Seguridade Social (IMSS) com um teor de taninos padronizados obtido do extrato da
casca da Mimosa tenuiflora apresentaram excelentes propriedades terapéuticas ao ser

aplicado no tratamento de Ulceras venosas na perna (RIVERA-ARCE, et al., 2007).
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Em relacdo a toxicidade da jurema preta, Pereira (2010) realizou ensaio
toxicoldgico agudo com o extrato etandlico da casca do caule de Mimosa tenuiflora e
verificou uma DLsp de 500 mg/Kg. Os animais expostos a dose letal apresentaram
sintomas “pré-morte” como micgdo constante, piloerecdo, defecagdo, cianose,
salivacdo, opacidade de cérnea, relaxamento da cauda, taquipinéia, dentre outros.
Todos esses sintomas foram observados no periodo de 24 horas apés aplicacdo do

extrato.



Objetivos
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar a citotoxicidade e a genotoxicidade do extrato etandlico bruto (EEB) da
casca do caule de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. em células procaridticas e

eucarioticas.
3.20bjetivos Especificos:
» Realizar uma triagem fitoquimica do EEB de M.tenuiflora com o objetivo de
identificar os metabdlitos secundarios existentes.
= Avaliar a atividade antibacteriana do EEB de M. tenuiflora frente a bactérias de
importancia clinica.
= Caracterizar a atividade antibacteriana em bacteriostatica ou bactericida.

= Avaliar a atividade citotoxica do EEB de M. tenuiflora em eritrécitos humanos

através do teste de hemdlise.
= Observar o efeito do EEB de M. tenuiflora na fragilidade osmatica eritrocitaria.
= Avaliar a atividade oxidante e antioxidante do EEB de M. tenuiflora.

» Investigar o potencial mutagénico e antimutagénico do EEB de M. tenuiflora

através do teste de Ames.

= Avaliar o potencial clastogénico e aneugénico do EEB de M. tenuiflora através do

teste de micronucleo in vivo.



Materiais
e métodos
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material Botanico

As cascas da Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. foram coletadas em marco de 2010
no Centro de Saude e Tecnologia Rural - CSTR, Campus de Patos — UFCG. A excicata
da planta foi depositada no Herbario Caririensis Dardano de Andrade Lima, da

Universidade Regional do Cariri — URCA, Crato — CE, com namero de registro #3274.
4.2 Local da Pesquisa

A triagem fitoquimica do EEB de M.tenuiflora foi realizada na UFRN
(Universidade Federal do Rio Grande do Norte), campus Natal. O teste de atividade
antimicrobiana foi realizado no Laboratério de Genética de Microrganismos (LGM) da
UFPB. Os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade foram realizados no Laboratério
Bioger (UFPB), sendo que o teste de micronucleo foi realizado no Biotério Prof. Thomas
George da UFPB.

4.3 Microrganismos

Para determinacdo da citotoxicidade em células procariéticas foram utilizadas
linhagens padrées ATCC (American Type Culture Collection) de importancia clinica. As

linhagens utilizadas foram :
e Escherichia coli ATCC 2536;
e Escherichia coli ATCC 10536;
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027,
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619;
e Staphylococcus aureus ATCC 25213;
e Staphylococcus aureus ATCC 25925.

As linhagens de Salmonella utilizadas no teste de Ames foram oriundas do

Laboratorio de Mutagénese Ambiental DBCG/CBC/UFRN, as linhagens utilizadas
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foram:

e Salmonella typhimurium TA 97 — his D6610, rfa, A uvrB, bio’, pKM101 (ApR)
e Salmonella typhimurium TA 98 — his D3052, rfa, A uvrB, bio’, pKM101 (Ap®)
e Salmonella typhimurium TA 100 — his G46, rfa, A uvrB, bio’, pKM101 (ApR)

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

4.4 In6culo Bacteriano

Os microrganismos foram inoculados em caldo BHI (HIMEDIA) e incubados a
37°C/24h, a fim de se obter uma turvagao equivalente a 0,5 da escala de McFarland,
contendo 1-5 X10° UFC/m.

Os meios de cultura comerciais utilizados para o crescimento das bactérias
utilizadas nos experimentos foram preparados de acordo com as instrugcdes do

fabricante.
4.5 Eritrécitos humanos

Os eritrocitos humanos (A, B, O) foram oriundos de sangue que ndo pode mais
ser utilizado para transfusdo (sangue a ser descartado) obtido na Unidade
Transfusional do Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB. A manipulacdo e o
descarte do sangue foi realizado de acordo com as Normas de Seguranca seguidas
pela referida Unidade. Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados
por unanimidade pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFPB
(CEP-CCS/UFPB, N° 0130/11).

4.6 Animais

Para a realizacdo dos modelos experimentais, foram utilizados camundongos
Mus musculus albinos machos e fémeas, linhagem Swiss pesando entre 25-35 g, todos
provenientes do Biotério Prof. Thomas George da UFPB. Os animais foram aclimatados
as condicfes do biotério local, por cerca de sete dias antes dos ensaios experimentais,
sob temperatura (21 + 2 °C) e ciclos claro-escuro controlado de 12 horas. Os animais

foram alimentados com racdo e agua ad libitum, sendo distribuidos nos diferentes
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grupos experimentais, ao acaso. O uso dos animais foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa animal do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica/lUFPB (CEPA-
CCS/LTF/UFPB, N° 0206/11).

4.7 Preparacdo do Extrato Etanodlico Bruto (EEB) de M. tenuiflora

Apoés a coleta e identificacdo do material botanico, as cascas da M. tenuiflora
foram desidratadas em estufa com ar circulante a temperatura média de 45 °C, durante
3 a 4 dias, sendo em seguida submetidas a um processo de pulverizacdo em moinho
mecanico, reduzindo-se a p6. O material vegetal seco e pulverizado, com peso de 430
g, foi submetido a maceracao exaustiva com 2 litros de etanol (EtOH) a 95 % por 72 h,
sendo este processo repetido por trés vezes, para obter a maxima extracdo dos
constituintes quimicos. A solucdo extrativa resultante, ap0s filtracdo, foi concentrada
com o auxilio de evaporador rotativo, sob pressdo reduzida, a uma temperatura nao
superior a 40 °C, obtendo-se 94,6488g do EEB.

4.8 Triagem fitoquimica do EEB de M. tenuiflora

O EEB de M. tenuiflora foi ressuspenso em agua destilada (solucdes a 10 %)
para entdo ser submetido a diversos testes qualitativos de mudanca de coloracao,
excitacao por luz ultravioleta e precipitacdo, para identificacdo de diversas classes de
metabolitos secundarios (SIMOES et al., 2003). Foi avaliada a presenca de saponinas,
taninos, gomas, mucilagens, flavondides, heterosideos senevdlicos, quinonas, lactonas,
cumarinas, esteroides, triterpendides, carotendides, alcaldides, catequinas e resinas,

atraves de reacdes quimicas especificas (MATOS, 1995).

Para determinar a presenca de fendis o EEB de M. tenuiflora foi ressuspenso em
metanol 1% e submetido a cromatografia em camada delgada tendo como fase fixa
cromatofolhas de silica gel e varias fases moveis para a triagem de fendis especificos.
O extrato e os padrdes foram eluidos em cubas cromatograficas saturadas, utilizando-
se solucdo metandlica de cloreto férrico a 5% para a revelacao de taninos e o Reagente
A natural para revelacao de flavonéides (LIONCO, DE SOUZA , PETROVICK, 2001).

4.9 Extracdes das substancias tanicas do EEB de M. tenuiflora
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A extracdo das substancias tanicas foi realizada em agua, a temperatura de 70 +
5°C, durante duas horas. Nas extracoes, para cada 2 kg de cascas foram adicionados
10 litros de agua (relacdo 5:1). Cada amostra foi submetida a fervura, em um digestor

rotativo, com capacidade de 20 litros.

Essa operacéo foi executada no LTPF (UFCG/CSTR). Cada amostra de casca
foi submetida a duas extragfes. Assim, a relacédo final foi de 1:10. Apds cada extracgéo,
o material foi passado em uma peneira com tecido de “silk screen” e em um tecido de

flanela, para a retencao de particulas finas.

O extrato obtido foi homogeneizado e derramado em bandejas de aluminio de 5
X 40 x 60 cm, e posto em uma estufa de ventilacado forcada mantida a 70 + 3°C, até a
completa evaporacdo da umidade. O material seco obtido foi moido em um

multiprocessador de uso doméstico e peneirado em peneira de 60 mesh.

4.10 Avaliagdo da atividade antibacteriana do EEB e dos taninos de M. tenuiflora
frente a bactérias de importancia clinica

A atividade antibacteriana do EEB e dos taninos de M.tenuiflora em células
bacterianas foi avaliado através da determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima
(CIM) pela técnica de microdiluicdo descrita por Eloff (1998). Nas placas de 96 orificios
foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA) e 100 pL do inéculo
bacteriano. Em seguida, foram distribuidos 100 pL do extrato ou dos taninos na
concentraco inicial estabelecida de 1000 pg.mL™* e também foi feito o controle positivo
do experimento onde utilizou-se a estreptomicina, um antibiético padrdo, numa
concentracdo inicial de 1024 pg.mL™. A partir da concentracéo inicial foram feitas
diluicdes seriadas a razdo de 2 nos orificios de 1 a 10. Os orificios das colunas 11
foram utilizados para realizar o controle do crescimento bacteriano e os orificios da
coluna 12 serviu como controle positivo onde foi adicionado estreptomicina, um
antibacteriano padréao.

As analises foram realizadas em triplicata e incubadas a 35-37°C durante 24-48
horas. Posteriormente, foi realizada a primeira leitura dos resultados e em seguida
adicionado 20pL de uma solugéo 0,01% (p/v) de resazurina sodica (SIGMA), preparada

com a agua destilada estéril. Nova incubacao foi feita a 35-37°C por uma hora
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aproximadamente. A concentragdo inibitéria minima foi revelada pela menor
concentracéo do extrato que promoveu a inibigcdo do crescimento bacteriano, verificado

pela manutencédo da cor azul.

4.11 Caracterizagao da atividade antimicrobiana do EEB de M. tenuiflora.

Para saber se o EEB de M. tenuiflora possui acdo bacteriostatica ou bactericida,
aliguotas da concentracdo que produziu inibicdo do crescimento, ou seja, da CIM,
foram plaqueada em placas de Petri contendo Agar Muller Hinton e posteriormente
foram postas em estufa a 37°C por 24 horas (MADIGAN; MARTINKO, 2004). Os
resultados foram interpretados da seguinte forma:

e Auséncia de crescimento bacteriano significa que o0 extrato possui acao

bactericida;

e Presenca de crescimento bacteriano significa que 0 extrato possui acgao

bacteriostatica.

4.12 Avaliacéo citotoxica do EEB de M. tenuiflora em eritrocitos humanos

Para avaliacdo citotoxica do EEB de M.tenuiflora sobre eritrécitos humanos
utilizou-se o teste de hemodlise. Para isto, uma amostra de sangue (2 mL) tipo A.B e O
foi misturado com NaCl 0,96 %, na propor¢cdo de 1:30, e centrifugada a 2000 rpm
durante 5 minutos para obtencdo dos eritrocitos. Este procedimento foi repetido mais
duas vezes e 0 sedimento da ultima centrifugacdo foi ressuspenso em uma
concentracdo final de 0,5%. As amostras foram adicionadas até obter uma
concentracéo final de 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg.mL™ foram adicionadas a 2 mL da
suspensao de eritrécitos. O controle negativo foi montado com suspensao de eritrocitos
mais NaCl 0,96 % (0 % de hemolise) e o controle positivo com suspensao de eritrécitos
mais 100 pyL de Triton X-100 1% (100 % de hemolise). As amostras foram incubadas
sob agitacéo lenta e constante (100 rpm) por 1h a 22 £ 2 °C. Decorrido este tempo
foram centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos e a hemolise foi quantificada por
espectrofotometria a 540 nm (RANGEL et al., 1997). Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e o0s resultados expressos em porcentagem do grau de

hemolise
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4.13 Avaliagdo do efeito do EEB de M. tenuiflora sobre a fragilidade osmotica de

eritrécitos humanos

A avaliacdo da fragilidade osmatica dos eritrocitos humanos foi realizada com
uma suspensdo de eritrocitos a 0,5% dos tipos sanguineos A, B e O. O EEB de
M.tenuiflora na concentragéo de 1000 pg.mL™ foi incubado em tubos contendo 2 mL de
uma suspensao de eritrcitos e agitadas a 100 rpm 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 solugdes de cloreto de
sédio (NaCl) em diferentes concentracdes (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 °C. Ap0s este periodo, as amostras
foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e a hemdlise foi quantificada por
espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm (DACIE; LEWIS, 2001). Todos
0os experimentos foram realizados em triplicata e o0s resultados expressos em

porcentagem do grau de hemdlise.

4.14 Avaliacdo do potencial oxidante e antioxidante do EEB de M. tenuiflora em

eritrécitos humanos.

Para investigar o potencial oxidante do EEB de M. tenuiflora, diferentes
concentracdes (10, 100 e 200 pg.mL™) foram diluidas em PBS (11,35 g NaH,P04.2H,0;
24,36 g Na;HPO, e 7,18 g NaCl para 1 L; pH 7,4) suplementado com glicose (200
mg/dL), pH 7,6 e adicionadas a suspensdes de eritrocitos (1 mL). Apds um periodo de
incubacédo de 1 h, sob agitacdo lenta e constante (100 rpm) por 1h a 22 + 2 °C, as
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a porcentagem de
metahemoglobina (metHb) em relacdo a hemoglobina (Hb) total foi quantificada por

espectrofotometria a 630 nm e 540nm.

Para investigar o potencial antioxidante apds a incubacdo das diferentes
concentracdes do EEB de M.tenuiflora e hemoglobina por 1 h, foi adicionado um agente
oxidante, a fenilhidrazina (Ph) 1 mmol/L (SIGMA). As suspensdes foram aeradas e
mantidas sob agitacdo lenta e constante (100 rpm) por mais 20 minutos a 25 °C.

Decorrido este tempo as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos,
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diluidas em tampao fosfato (9 g Na,HPO,.12H,0, 5,7 g KH,PO, para 1 L) e a
porcentagem de metHb em relagéo a Hb total foi quantificada por espectrofotometria a
630 nm e 540nm. Os valores de metHb entre 1,5 e 2,0% foram considerados normais
enquanto que valores acima de 5% 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 antioxidante (WEFFORT-SANTOS,
2008). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram expressos como a
média mais ou menos o erro padrdo da média. As diferencas entre os grupos foram

avaliadas pelo teste t .

4.15 Avaliacdo do potencial mutagénico e antimutagénico do EEB de M. tenuiflora

em células bacterianas através do teste de Ames.

SuspensBes em meio Nutrient Broth (DIFCO) de linhagens mutantes de S.
typhimurium TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102, em fase estacionaria, deficientes na
sintese do aminoécido histidina (His") foram incubadas com concentracbes de 100 e
50 pg.mL™* do EEB de M. tenuiflora a uma temperatura de 37 °C. Ap6s 30 min, as
suspensbes foram plaqueadas em meio Agar Minimo (20 mL meio Vogel-Bonner (10 g
MgSO4.H,0, 100 g acido citrico monohidratado, 500 g K,HPO,, 175 ¢

Na,NH,PO,4.4H,0 para 1 L), 50 mL glicose 10% vlv, 15 g agar para 1L), incubadas a

37°C por 48 h. As coldnias mutantes (His") que restauraram sua capacidade de sintese
de histidina (revertentes) foram contadas. Foram plaqueadas suspensdes de S.
typhimurium como controle negativo e suspensdes de S. typhimurium incubadas na
presenca de 4-nitroquinolina-1-oxido (0,5 pg/placa) (SIGMA), como controle positivo.
Para investigar se o extrato de M. tenuiflora apresenta potencial antimutagénico,
suspensdes de S. typhimurium TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102 foram submetidas a
duas concentragdes do produto (100 e 50 pg. mL™) a 37 °C por 30 min. Em seguida as
amostras foram incubadas na presenca de 4-nitroquinolina-1-0xido 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 Razdo de Mutagenicidade (numero de colbnias revertentes na placa teste/
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namero de colbnias espontdneas no controle negativo). A amostra é considerada
mutagénica quando a razdo da mutagenicidade for maior ou igual a 2 em pelo menos
uma das dose testadas (AMES et al., 1975; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

4.16 Avaliacdo do potencial clastogénico e aneugénico do EEB de M. tenuiflora

através do teste do micronucleo in vivo

Para realizacdo do teste de microndcleo, 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 amostras de sangue da
veia caudal.

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com Schmid
(1975). Grupos de trés machos e trés fémeas receberam por via oral o EEB de
M.tenuiflora numa dose de 100 mg/kg e 200 mg/kg do peso do animal. O grupo
controle negativo recebeu apenas o dispersante da amostra (dgua) e controle positivo
recebeu ciclofosfamida a 50 mg/Kg de peso do animal (SIGMA). Vinte e quatro horas
apos o tratamento os animais foram sacrificados, o sangue foi colhido da veia caudal
para o preparo das laminas e a contagem de micronucleos. As laminas foram coradas
com corante pandético e observadas ao microscépio 6ptico (ZEISS) no aumento de
1000x para a contagem dos micronucleos. Foram avaliados pelo menos 2000 eritrécitos
por animal (HAYASHI et al., 1994). Os resultados foram expressos como média * erro

padrédo da média (e.p.m).
4.17 Anélise estatistica

Para os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade foram feitos pelo menos trés
experimentos e os resultados foram expressos como a média + erro padrédo da média
(e.p.m). Para comparacao dos grupos experimentais utilizou-se o teste t do programa

Graph Pad Prism 4.0 com resultados significativos aqueles que tiveram valor de p<0,05.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Triagem fitoquimica do EEB de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.
A triagem fitoquimica de M.tenuiflora esta representada na Tabela 1.

Tabela 1- Triagem fitoquimica do EEB da Mimosa tenuiflora (Willd.).

Teste Mimosa tenuiflora

Saponinas +++
Fenois F++

Taninos pirocatéquicos ++4
Gomas +++
Taninos pirogalicos ++
Flavonoides S

++ (Dragendorff e Bertrand) e +
Alcalébides
(Bouchard)

Heterosideos senevolicos 1
Mucilagens -
Quinonas -
Lactonas -
Cumarinas -
Esterdides e/ou triterpendides -

Carotenodides -

Catequinas/Resinas -

(+++) = forte presenca, (++) = presenca moderada, (+) = tracos, (-) = reacao

negativa.
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Com base na tabela 1 observamos que a triagem fitoquimica do EEB de
M.tenuiflora mostrou uma forte presenca de saponinas, gomas, fendis e taninos
pirocatéquicos, sendo estes dois Ultimos compostos, segundo Meckes-Lozoya et al.

(1990a), com atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos.

A triagem fitoquimica do EEB de M.tenuiflora também mostrou presenca
moderada de alcalbides, flavonodides e taninos pirogalicos; tracos de heterosideos
foram verificados e auséncia de mucilagens, quinonas, cumarinas, lactonas, esteroires,
carotendides, catequinas e resinas. O resultado positivo afirma a presenca de
determinado constituinte na planta; ja o resultado negativo, ndo exclui necessariamente
a presenca do composto. Talvez a concentracdo dele na amostra seja menor que a

minima detectavel pela técnica empregada.

Na andlise qualitativa de fendis por Cromatografia em Camada Delgada

confirmou-se a presenca de fendis, conforme a triagem fitoquimica realizada.

5.2 Avaliacao da atividade antibacteriana do EEB e dos taninos de M. tenuiflora

frente a bactérias de importancia clinica

O perfil de sensibilidade das linhagens bacterianas ao EEB e aos taninos de M.
tenuiflora foi evidenciado pela determinacdo da CIM para cada linhagem bacteriana
testada. Os resultados obtidos na determinacdo da CIM estdo representados na tabela
2
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Tabela 2- Concentracao Inibitoria Minima do EEB e de taninos de M. tenuiflora sobre
linhagens bacterianas.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Linhagem Bacteriana

Taninos
Escherichia coli ATCC 2536 125 250 64
Escherichia coli ATCC 10536 125 62,5 64
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027 250 250 16
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 250 125 16
Staphylococcus aureus ATCC 25925 125 250 8
Staphylococcus aureus ATCC 25213 125 125 32

(E.E.B=Extrato Etandlico Bruto; C(+)= Controle positivo= estreptomicina;)

A atividade antibacteriana foi classificada segundo os métodos de classificacao
de Sartoratto et al. (2010) onde o extrato é considerado com forte atividade
antibacteriana quando apresentar CIM até 500 pg.mL™, moderada com CIM entre 600

e 1500 pg.mL™ e fraca atividade antibacteriana com CIM >1500 ug.mL™.

Com base na tabela 2 observamos que tanto o extrato da M.tenuiflora quanto a
solucdo dos taninos possuiram a¢do antimicrobiana contra todas as linhagens testadas.
Baseado nos critérios de classificacdo de Sartoratto et al. (2010) a atividade
antimicrobiana foi caracterizada como forte em todas as linhagens ensaidas.

5.3 Caracterizacao da atividade antimicrobiana do EEB de M.tenuiflora

A atividade antimicrobiana exercida pelo EEB de M.tenuiflora frente as linhagens
de S.aureus, P.aeruginosa e E.coli foi considerada bacteriostatica, uma vez que essas
bactérias cresceram quando aliquotas da concentracdo inibitéria minima foram
plaqueadas.
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5.4 Avaliacéo citotoxica do EEB de M.tenuiflora em eritrécitos humanos

Na avaliacéo da citotoxicidade do EEB de M.tenuiflora sobre eritrécitos humanos
observa-se que houve uma baixa atividade hemolitica (taxa de hemdlise < 20%) em
todos os tipos sanguineos testados (Grafico 1) quando comparados com 0 0S grupos
tratados com Triton-X (C+), indicando que nado estad havendo danos a membrana celular

dos eritrécitos humanos, ou seja, uma baixa toxicidade para células eucariéticas.

No gréafico abaixo observamos que o extrato na concentracdo de 62,5 pg.mL™
ndo causou hemdélise em nenhum dos tipos sanguineos. Os eritrocitos tipo B foram os
gue apresentaram menor grau de hemodlise frente ao EEB de M.tenuiflora e os

eritrocitos tipo A foram os mais susceptiveis a tal efeito.

100- m
Bl Sangue A
80+ Sangue O
0 [J Sangue B
= 60+
£
)
£ 40A
N
20+
0_ *kk I . *I** ,ﬁc 9:**

1000 500 250 125 62,5 Triton-X
Concentracdo [EEB de M.tenuiflora] pg.mL™

Gréafico 1 — Percentual de hemdlise em eritr6citos humanos apos o tratamento com
EEB de M.tenuiflora. As colunas e as barras representam a média * erro padrdao da
média dos experimentos em triplicata com intervalo de confianca de 95%. A
comparacao dos grupos foi feita pelo teste t utilizando o programa Graph Pad Prism
versao 4. ***p<0,001 comparado com o grupo controle (Triton X).

No grafico 1 também observa-se que o grau de hemolise foi dependente da

concentracédo do EEB de M.tenuiflora, ou seja, quanto maior a concentragéo do extrato
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maior o grau de hemélise e mesmo na concentracdo mais alta, 1000 ug.mL™, o extrato
provocou um baixo grau de hemolise nos eritrécitos. Os resultados foram
significativamente diferentes quando comparados com o grupo controle Triton- X (100%

de hemodlise).

5.5 Avaliacdo do efeito do EEB de M.tenuiflora sobre a fragilidade osmoética de

eritrécitos humanos

Os ensaios de fragilidade osmdética ou atividade anti-hemolitica mostraram que
0s eritrocitos tipo ABO previamente tratados com o EEB de M. tenuiflora, na
concentracdo de 1000 pg.mL™?, apresentaram grau de hemdlise significativamente
menor do que 0s grupos controles em quase todas as diferentes concentracdes de
NaCl testadas (Gréficos 2, 3 e 4). Podemos observar que M.tenuiflora foi capaz de

proteger até 50% dos eritrécitos humanos contra a hemolise.

-2 Controle

=A= Tratado com EEB a
100+ 1000 pg.mL-1

Hemolise (%)
B (o2} (0]
o o o
'l 'l 'l
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O L] L] L] L] L] L] L]
0.00 012 024 036 048 060 0.72 0.84 0.96

NaCl (%)

Gréfico 2 - Curva de fragilidade osmoética dos eritrocitos do tipo A tratados com EEB de
M.tenuiflora a 1000 pg.mL™. A curva foi feita em relacdo a porcentagem de hemolise
para cada concentracdo de NaCl (relativo ao grupo de 100% de hemolise= NaCl
0,12%). Cada ponto representa a média + e.p.m dos experimentos em triplicata com
intervalo de confianca de 95%. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado com 0 grupo
controle.
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Grafico 3 - Curva de fragilidade osmatica dos eritrocitos do tipo B tratados com EEB de
M.tenuiflora a 1000 pg.mL™. A curva foi feita em relagéo a porcentagem de hemolise
para cada concentracdo de NaCl (relativo ao grupo de 100% de hemdlise= NaCl
0,12%). Cada ponto representa a média + e.p.m dos experimentos em triplicata com
intervalo de confianca de 95%. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado com 0 grupo
controle.
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Grafico 4 — Curva de fragilidade osmética dos eritrocitos do tipo O tratados com EEB
de M.tenuiflora a 1000 pg.mL™. A curva foi feita em relacéo a porcentagem de hemdlise
para cada concentracdo de NaCl (relativo ao grupo de 100% de hemodlise = NaCl
0,12%). Cada ponto representa a média + e.p.m dos experimentos em triplicata com
intervalo de confianca de 95%. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado com O grupo
controle.
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5.6 Atividade Oxidante e Antioxidante do EEB de M.tenuiflora

O EEB de M.tenuiflora ndo apresentou efeito oxidante nas concentracdes de 10
e 100 pg.mL* testadas, uma vez que a quantidade de metHb formada n&o foi
significativamente diferente da do controle negativo (Hb) (Grafico 5). Na concentracao
de 200 pg.mL™* do EEB de M.tenuilflora, apesar de significativamente diferente do
controle negativo, a quantidade de metahemoglobina formada foi baixa quando
comparada com o controle positivo (Ph). Quando tratado com um agente oxidante, a
fenilhidrazina (Ph), observa-se que a quantidade de metHb formada chegou a 50 % em
relacdo a Hb (Controle positivo). Com isso fica evidente que o EEB de M.tenuiflora ndo

€ um agente indutor de oxidacao.
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Gréfico 5- Atividade Oxidante do EEB de M.tenuiflora nas concentragdes de 10, 100 e
200 pg.mL™. Como controle positivo foi utilizado a fenilhidrazina (Hb=Hemoglobina, Ph=
Fenilhidrazina). Os dados foram expressos como média + e.p.m analisados pelo teste t.
*p<0,05 comparado ao controle negativo.

Quando os eritrécitos foram pré-incubados com EEB de M.tenuiflora, antes da
exposicdo a fenilhidrazina (Ph), a quantidade de metahemoglobina (metHb) formada foi
significativamente menor do que a do controle positivo. Este efeito antioxidante foi
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maior do que o encontrado na vitamina C, um reconhecido agente antioxidante que
neste caso, na presenca da fenilhidrazina, ndo diminui significativamente a quantidade
de metahemoglobina formada comparada com a fenilhidrazina, ou seja, nao teve

atividade antioxidante. (Grafico 6).
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Grafico 6- Atividade antioxidante do EEB de M.tenuiflora nas concentracdes de 10,100
e 200 pg.mL™. Os dados foram expressos como média + e.p.m analisados pelo teste t.
*p<0,05; **p<0,01 comparado a fenilhidrazina.

5.7 Avaliacdo do potencial mutagénico e antimutagénico do EEB de M.tenuiflora

em células bacterianas através do Teste de Ames

O EEB de M.tenuiflora tanto na concentracdo de 100 como de 50 pg.mL™* n&do
induziu mutacéo nas linhagens de S. thiphymurium testadas uma vez que a razéao de
mutagenicidade foi inferior a 2 (Tabela 3), sendo assim o EEB de M.tenuiflora ndo é

considerado mutagénico .
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Tabela 3 — Razdo de mutagenicidade (RM) do EEB de M.tenuiflora frente as linhagens
TA 97, TA98, TA 100 e TA 102 de S. thiphymurium.

Grupos experimentais RM (TA97) RM(TA98) RM (TA100) RM (TA 102)

NQNO (controle 2,37 33,09 13,07 8,98
positivo)

EEB - Mt 100 ug.mL'1 0,42 0,26 0,41 0,42
EEB - Mt 50 pg.mL™ 0,36 0,73 0,37 0,35

NQNO = 4-nitroquinolina-1-6xido (0,5 ug/placa), RM = Razdo de mutagenicidade, EEB-Mt =
EEB de Mimosa tenuilfora.

O tratamento das linhagens de S. thiphymurium com EEB de M.tenuiflora antes
da incubacédo com o agente mutagénico (NQNO) demonstrou um efeito antimutagénico
nas linhagens TA 97, TA 100 e TA 102 uma vez que a razdo de mutagenicidade foi
menor que 2. Na linhagem TA 98 o EEB de M.tenuiflora ndo apresentou efeito

antimutagénico (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito antimutagénico do EEB de M.tenuiflora frente as linhagens de S.
thiphymurium TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102.0s resultados s&o expressos como razao
da mutagenicidade.

Grupos experimentais RM(TA97) RM (TA98) RM(TA 100) RM (TA 102)

NQNO 2,37 33,09 13,07 8,98
EEB-Mt 100 ug.mL™* + 0 5,3 0,19 0
NQNO

EEB-Mt 50 pg.mL™ + 0 4,4 0,14 0,01
NQNO

NQNO = 4-nitroquinolina-1-6xido (0,5 pg/placa), RM = Razdo de mutagenicidade
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5.8 Avaliacdo do potencial clastogénico e aneugénico do EEB de M.tenuiflora

através do teste do micronucleo in vivo

A presenga de micronucleos em eritrocitos de camundongos no controle positivo
nao foi influenciada pelo sexo, entdo os dados foram agrupados para determinar a
média de micronudcleos, para calcular o erro padrdo da média e para avaliar as

diferencas entre 0s grupos.

Os resultados obtidos mostraram que tanto na dose de 100 como 200 mg/kg o
EEB de M.tenuiflora ndo induziu um aumento significativo no nimero de micronucleos
em relag&o ao controle negativo, apenas a ciclofosfamida (controle positivo) induziu um

significativo aumento na quantidade de micronucleos (Tabela 5 e Figura 3 a 6).

Tabela 5- FreqgUéncia de eritrécitos micronucleados em 2000 eritrécitos de sangue
periférico de camundongos de diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais Numero de eritrocitos micronucleados

(média £ e.p.m.)

Controle (agua) 12,0+ 2,64
Ciclofosfamida (50 mg/Kg) 43,5 + 5,89**
EEB M.tenuiflora (100 mg/Kg) 8,75+2,12
EEB M.tenuiflora (200 mg/Kg) 9,91 +£1,06

Os testes foram feitos em triplicata (n=6) com intervalo de confianca de 95%.A
comparacao dos grupos foi feita pelo teste t no programa Graph pad Prism 4.
**pn<0,01comparado com o controle negativo.
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Figura 3- Eritrécitos de camundongos (Controle negativo).

Foto: Geraldo Gongalves Almeida Filho

Figura 4- Eritrécitos de camundongos tratados com ciclosfofamida (50mg/kg) - controle
positivo. Em destaque observa-se a presenca de micronucleos

Foto: Geraldo Gongalves Almeida Filho
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Figura 5 - Eritrdcitos tratados com EEB de M.tenuiflora a 100 mg/kg.
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Foto: Viviane Araujo da Silva

Figura 6 - Eritrécitos tratados com EEB de M.tenuiflora a 200 mg/kg

Foto: Viviane Araujo da Silva
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8. DISCUSSAO

Neste trabalho foram investigados o efeito citotdxico e genotoxico do extrato
etandlico bruto (EEB) e/ou dos taninos isolados da casca do caule de Mimosa tenuiflora
(Willd.) Poir. frente a células procariéticas e eucaribticas. 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 demonstracdo da atividade bacteriostatica do EEB e dos taninos
frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas, atividade hemolitica baixa em
eritrocitos humanos de trés tipos sanguineos do sistema ABO, auséncia de efeito
oxidante e efeito antioxidante superior ao da vitamina C. Podemos ressaltar ainda a
auséncia de efeitos mutagénicos, clastogénicos e aneugénicos e efeito antimutagéncio
em algumas linhagens ensaiadas.

O poder curativo das plantas € tdo antigo quanto o aparecimento da espécie
humana na terra. Desde cedo, as primeiras civilizacbes perceberam que algumas
plantas continham, em suas esséncias, principios ativos 0s quais ao serem
experimentados no combate as doencas revelaram empiricamente seu poder curativo
(BADKE et al., 2011).

A falta de informacdes adequadas sobre as propriedades das plantas medicinais
(principalmente das exoéticas), seu consumo concomitante com o0s medicamentos
tradicionais (alopaticos) sem aviso ao médico e, finalmente, a perda do conhecimento
sobre os efeitos medicinais e toxicos das plantas, assim como a capacidade de
identifica-las pela migracdo da populagdo rural para as cidades s&do fatores
preocupantes na utilizacdo de plantas medicinais sem estudos prévios
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; VEIGA JUNIOR et al., 2005).

A deteccdo de atividade citotOxica, genotoxica e/ou mutagénica constitui uma
medida prioritaria, uma vez que varios compostos quimicos podem ser capazes de
causar efeitos toxicos e até mesmo modificar a informacéo genética contida no DNA. A
obtencdo de dados sobre a toxicidade destes agentes deve ser antecipada por
experimentos capazes de fornecer, com razodvel margem de seguranca, indicacbes

sobre os riscos envolvidos na sua utilizacdo (BENIGNI, 2005).
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Inicialmente, o EEB de M.tenuiflora foi analisado fitoquimicamente para observar
a presenca de compostos secundarios tais como: saponinas, taninos, gomas,
mucilagens, flavondides, heterosideos senevolicos, quinonas, lactonas, cumarinas,
esterodides, triterpendides, carotendides, alcaldides, catequinas e resinas. Os resultados
revelaram uma grande variedade de constituintes quimicos destacando-se a presenca
de saponinas, gomas, resinas e sobretudo fendis (dentre os quais flavondides e
taninos) corroborando estudos farmacoquimicos de Meckes-lozoya et al. (1990b), Jiang
et al. (1991), Camargo-Ricalde (2000) e Bezerra (2008). Meckes-Lozoya et al. (1990b),
afirmam ainda que a abundancia de taninos e flavondides encontrados no extrato da
jurema preta € o fator provavelmente responsavel pela atividade antimicrobiana
verificada em Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter calcoaceticus, além de fungos como Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Thrichophyton mentagrophytes, Thrichophyton rubus e Chaetomium indicum.
Allaker e Douglas (2009) descreveram alguns fitoquimicos com propriedade

antimicrobiana e dentre eles flavondides e taninos.

Taninos sao fenodis comuns em plantas, considerados atoxicos em quantidades e
condicBes normais, com excecdo dos fendis poliméricos, taninos que possuem a
habilidade de complexar e precipitar proteinas de solu¢cdes aquosas (SALUNKHE et al.,
1990).

Simdes et al., (2003) afirma que a atividade antimicrobiana apresentada por
algumas plantas esta diretamente relacionada a presenca deste metabdlito (tanino),
possuindo também carater bactericida.

Rivera-Arce et al.( 2007) afirmam ainda que o efeito positivo que o0 extrato da
Mimosa tenuiflora (Willd.) possui no tratamento de doencas de pele grave e de Ulceras

€ atribuido ao alto teor de polifendis encontrados (flavonoides e taninos).

Neste trabalho, a atividade antimicrobiana do EEB e de solug¢des tanicas de
M.tenuiflora sobre bactérias multirresistentes foi determinada pelo método de
microdiluicdo, o qual determina a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o
crescimento bacteriano (CIM). Os resultados mostraram que todas as linhagens

utilizadas foram sensiveis ao EEB de M.tenuiflora e a solugéo dos taninos.
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As linhagens P. aeruginosa foram as mais resistentes ao EEB de M. tenuiflora
apresentando CIM de 250 pg.mL™. As linhagens E. coli e S. aureus foram mais

sensiveis ao EEB de M. tenuiflora com CIM de 125 pg.mL™.

Em relacdo a solugdo aquosa dos taninos, P. aeruginosa ATCC 8027, E. coli
ATCC 2536 e S. aureus ATCC 25925 apresentaram CIM de 250 pg.mL™, sendo estas
duas ultimas linhagens mais sensiveis ao extrato da M. tenuiflora do que a solucéo dos
taninos, o que pode ser explicado pela presenca no extrato bruto de flavonoides que
também apresentam efeito antimicrobiano conforme descrito por Meckes-Lozoya et al.
(1990a). S. aureus ATCC 25213 e P. aeruginosa ATCC 25619 apresentaram frente ao
EEB de M. tenuiflora CIM de 125 pg.mL™, sendo esta Gltima linhagem mais sensivel a
solucdo aquosa dos taninos do que ao extrato. A linhagem E. coli ATCC 10536 foi a
mais sensivel em relagéo & solucdo aquosa dos taninos com CIM de 62,5 pg.mL™, o

gue representa o menor valor de CIM encontrado.

De acordo com Loguercio et al. (2005), o mecanismo de acédo antimicrobiana dos
taninos explica-se por trés hipoteses: a primeira pressupfe que 0s taninos inibem
enzimas bacterianas e fungicas e/ou se complexam com os substratos dessas enzimas;
a segunda inclui a acdo dos taninos sobre as membranas celulares dos
microrganismos, modificando seu metabolismo, e a terceira fundamenta-se na
complexacdo dos taninos com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions

essenciais para o metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

Macedo-Costa (2009) observou que extrato de M. tenuiflora possui atividade
antimicrobiana frente a diversas linhagens bacterianas formadoras do biofilme dental
como: Streptococcus mitis (ATCC 9811), Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus sanguinis (ATCC 10557), Streptococcus sobrinus (ATCC 27609) e
(ATCC 7469).

Bezerra (2008) estudou o extrato etandlico de M. tenuiflora e observou halos de
inibicdo que variaram de 6 a 25 mm frente a linhagens de S. aureus. Das amostras
testadas, as diluicdes 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
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que as diluicdes 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 etandlicos de M. tenuiflora foram eficazes no tratamento de bufalas

com diagnostico de mastite clinica.

S. aureus, P. aeruginosa e E. coli sdo bactérias que causam diversas
patogenicidades e essas sdo de dificeis tratamentos devido a grande resisténcia que
possuem aos mais diversos tipos de antibiéticos. Sendo assim, M. tenuiflora se mostrou
eficaz com resultados promissores quanto a sua acao antibacteriana, como fonte de
compostos biologicamente ativo de amplo espectro com efeito em bactérias Gram

positivas e Gram negativas.

A deteccdo de atividade citotoxica de um fitoterapico constitui uma medida
prioritaria, uma vez que varios compostos quimicos podem ser capazes de causar
efeitos toxicos. A avaliacdo do potencial citotdéxico em eritrocitos humanos constitui um
modelo experimental in vitro eficaz para investigar os efeitos toxicos e protetores de
uma grande variedade de substancias, visto que, a ocorréncia de hemaolise no eritrocito
pode ser diretamente correlacionada com o efeito toxico das substancias testadas
(BRANDAO et al., 2005).

O teste de hemolise é bastante utilizado para estudos de citotoxicidade em
células eucaribtica, pois é barato, dinamico, facil de aplicar, oferece informacédo sobre o
efeito do extrato sobre a membrana celular e necessita de reagentes e equipamentos

rotineiros .

O EEB de M.tenuiflora apresentou baixa toxicidade (<20%) frente a eritrécitos
humanos do tipo A, B e O, ou seja, ndo possui a capacidade de causar danos na
membrana eritrocitaria que levaria ao rompimento e consequente morte da célula
(Gréfico 1).

Meckes-Lozoya (1990b) relata que o extrato metandlico bruto da casa do caule
da M. tenuiflora, proveniente da flora mexicana, possui atividade hemolitica maxima de
68% na concentracdo do extrato a 500 pug.mL™ e que a partir dessa dose o grau de

hemolise diminui gradativamente. Isto pode ser explicado, pois a planta sofre influéncia
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de diferentes condi¢cdes de cultivo, coleta, secagem, acondicionamento, 0 que pode
modificar significativamente a complexa composicdo do material vegetal e/ou do

produto derivado.

Goncalves (2011) mostrou que os taninos de Mimosa arenosa (jurema vermelha)

induziram baixo grau de hemdlise nos tipos sanguineos A, B e O.

Para obter informacBes 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. Um teste também
bastante utilizado, de baixo custo e eficiente na avaliagdo da estabilidade das
membranas (MOECKEL et al., 2002; ELIAS et al., 2004; ALDRICH, 2006; IVANOV et
al., 2007) é a fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE) ou atividade anti-hemolitica. A
fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE) ou atividade anti-hemolitica pode ser definida
como a resisténcia dos eritrécitos a hemodlise, avaliada pelo uso de solugcdes
tamponadas de NaCl em agua destilada em concentracdes decrescentes de 0,96% a
0% (JAIN, 1986). O controle do volume celular através da eliminacao ativa de solutos é
um dos mecanismos pelo qual a lise da membrana eritrocitaria € evitada in vivo
(MAKINDE; BOBADE, 1994). As células, quando suspensas em meio hipotdnico,
aumentam até atingir um volume critico de hemdlise antes de serem lisadas. Assim

sendo, a fragilidade celular varia conforme a concentracdo de sal (JAIN, 1973).

Além de induzir baixos graus de hemodlise, os ensaios de fragilidade osmdtica
mostraram quem o EEB de M.tenuiflora protegeu a membrana dos eritrocitos humanos

dos tipos A, B e O contra hemdélise quando comparados com o grupo controle.

Em contraposicdo, Goncalves (2011) demostrou que os taninos de uma outra
espécie do mesmo género, M. arenosa, ndo apresentaram efeito sobre a fragilidade
osmoética da membrana dos eritrocitos humanos dos tipos A, B e O e portanto nao

sendo capazes de proteger contra hemolise.

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

Os eritrocitos humanos constituem um poderoso sistema que pode ser utilizado
como um modelo experimental in vitro para investigar o potencial antioxidante 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 no
organismo como um todo. Além disso, existem variagdes genéticas entre os individuos
que resultam em expressdo @énica alterada levando a efeitos variados e

potencialmente indesejados na atividade antioxidante (ARBOS et al. 2008).

Nesse estudo, observamos que o EEB de M.tenuiflora ndo causa oxidacao da
hemoglobina apds sua exposicao por lise das membranas eritrocitarias, isto € um dado
importante tendo em vista que a oxidacdo da hemoglobina leva a formacao de radicais
livres que podem causar danos as demais células e sistemas do organismo humano
(SIEMS; SOMMERBURG; GRUNE, 2000).

Os resultados também mostraram que além de ndo causar a oxidacdo da
hemoglobina, o EEB de M.tenuiflora possui atividade antioxidante maior do que o
encontrado na vitamina C, considerado poderoso agente antioxidante. Observa-se no
grafico 6 que nao houve diferenca siginificativa entre a quantidade de
metahemoglobina formada nos grupos tratados com a vitamina C e nos tratados com a
fenilhidrazina, ou seja a vitamina C ndo atuou, neste caso, como um agente
antioxidante. Isto pode ser explicado, pois, em alguns casos, como na presenca da
fenilhidrazina, segundo Claro et al. (2006), a vitamina C n&o atua como agente
antioxidante e ainda pode se comportar como um agente indutor de oxidacao

aumentando os niveis de metahemoglobina.

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 fracdo acetato de etila apresenta capacidade antioxidante, significativa, em
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comparacao aos extrato bruto e fracdo aquosa, devido, possivelmente, ao conteddo 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 fracdo, provavelmente pela presenca dos
taninos condensados.

Os organismos vivos estdo frequentemente expostos a substancias mutagénicas,
sendo que muitas delas podem ter origem natural, como por exemplo os fitoterapicos.
Considerando que muitos extratos e principios ativos ja descritos de plantas tém sido
utilizados como agentes terapéuticos, h4 um interesse consideravel em determinar os
riscos que estes podem causar a saude, levando ao aparecimento de doencas ou
mesmo morte em animais e seres humanos. Assim, a avaliacdo do potencial citotoxico
e mutagénico sdo necessarios para assegurar 0 uso relativamente seguro de plantas
medicinais pelo homem (SURH; FERGUSON, 2003). Por outro lado, o consumo destas
plantas também podem suprimir, obstruir, ou inverter os processos envolvidos na
mutagénese e, finalmente, na carcinogénese que estejam atuando sobre o organismo
humano (BOONE et al., 1990; SILVA et al., 2004).

O teste de mutagenicidade ou teste de Ames foi especificamente desenvolvido
para detectar mutagénese induzida quimicamente e € amplamente utilizado para
identificar substancias que podem produzir alteracdes genéticas que levam a mutacdes
génicas. Um composto é considerado mutagénico quando o aumento na dose esta
diretamente relacionado com o aumento no niumero de colénias mutantes em uma ou
mais linhagens de Salmonella thyphimurium dependentes de histidina (MORTELMANS;

ZEIGER, 2000).

7

O teste de Ames € mundialmente utilizado como um método de triagem para
determinar o potencial mutagénico de novos compostos quimicos e drogas uma vez
que existe uma alta associacdo 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).

Neste trabalho, os ensaios de mutagenicidade in vitro mostraram que o EEB de

M.tenuilflora n&o induziu mutacbes em linhagens de Salmonella thyphimurium
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deficientes na sintese de histidina, sendo considerado entdo um agente ndo indutor de
mutacdo. Nos ensaios de atividade antimutagéncia o EEB de M.tenuiflora apresentou

atividade antimutagénica em trés das quatro linhagens de S. thyphimurium ensaidas.

Goncgalves (2011) mostrou que os taninos de Mimosa arenosa (Jurema
vermelha) n&o induziu mutacdes nas linhagens de S. thyphimurium na concentracéo de
500 pg.mL™, entretanto na concentracdo de 1000 pg.mL™ foi observado um acentuado
aumento no numero de colénias revertentes indicando que o0s taninos em

concentragcdes mais elevadas apresentam potencial para induzir mutagcdes génicas.

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 concentragbes de 25, 75, 125, 250, 375 e 500 mg/placa. Foi
observado que as infusbes de M.ilicifolia e P.peltatus apresentaram um efeito
mutagénico sinérgistico na presenca de 4-NQNO (Nitroquinolina-1-6xido). O efeito
sinergistico foi maior na linhagem TA100, em ambas as espécies, sendo demonstrado

em varias concentragées.

A avaliacdo da inducdo de micronucleos € o principal teste in vivo em uma
bateria de testes genotdxicos e € recomendado por agéncias fiscalizadoras em todo
mundo como parte da avaliacdo de seguranca dos produtos quimicos e naturais. O
ensaio, quando realizado corretamente, detecta ambos os efeitos: clastogénicos e
aneugénicos (KRISHNA; HAYASHI, 2000).

Micronucleos em eritrocitos jovens surgem principalmente a partir de
fragmentos acéntricos ou cromossomos que sao incapazes de migrar seguindo o fuso
mitético durante a divisdo celular do tecido hematopoiético (SALAMONE; HEDDLE,
1983; OUANES et al., 2003). Um aumento na frequéncia de micronucleo em testes com
animais tratados com diferentes substancias € uma indicacdo de dano cromossémico
induzido (KRISHNA; HAYASHI, 2000).

As células micronucleadas formadas na medula 6ssea na presenca de agentes

clastogénicos podem ser detectadas no sangue periférico de camundongos. O teste de
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micronucleo em sangue periférico apresenta véarias vantagens, tais como: facilidade na
preparacdo da amostra com pequena quantidade de sangue, facilidade na contagem,
avaliacdo em varios intervalos utilizando o mesmo animal, avaliacdo de efeitos
cumulativos e deteccao rapida (VIKRAM et al., 2007)

No presente estudo, a frequéncia de eritrocitos micronucleados encontrados nos
grupos tratados com EEB de M.tenuiflora ndo foi significativamente diferente do
encontrado no controle negativo, indicando assim que o EEB de M.tenuiflora ndo
induziu um aumento na formacédo de eritrocitos micronucleados sendo considerado um

produto que ndo age como uma genotoxina.



Conclusoes
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7. CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

* O EEB de M.tenuiflora contém uma forte presenca de saponinas, gomas, fendis

e taninos pirocatéquicos.

= O EEB e os taninos de M.tenuiflora apresentaram forte atividade antibacteriana
contra linhagens de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e

Escherichia coli, portanto de bactérias Gram positivas e Gram negativas.

= A atividade antibacteriana foi caracterizada como bacteriostatica.

» O EEB de M.tenuiflora ndo induziu hemdlise e apresentou atividade anti-

hemolitica nas condi¢des avaliadas.

= O EEB de M.tenuiflora ndo apresentou efeito oxidante em nenhuma das
concentracfes testadas e ainda apresentou potencial antioxidante, inclusive

maior que o encontrado na vitamina C.

= O EEB de M.tenuiflora ndo foi um agente indutor de mutacdes in vitro e

apresentou atividade antimutagénica nas concentracdes usadas.

= Nos ensaios in vivo de genotoxicidade, o EEB de M.tenuiflora nao foi

considerado um agente indutor de dano cromossomal.
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