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RESUMO

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir, popularmente conhecida como jurema preta, € uma
planta nativa do Nordeste Brasileiro, utilizada na medicina popular para o tratamento
de queimaduras, gastrite, ulceras da pele e inflamagbes. Apresenta algumas
propriedades biolégicas comprovadas como antimicrobiana, antioxidante e
cicatrizante e, adicionalmente, foi apontada como embriotéxica, fetotdxica e abortiva
em bovinos, caprinos e ovinos. O presente estudo avaliou a composicao fitoquimica
do extrato aquoso foliar de M. tenuiflora mediante cromatografia em camada
delgada, bem como o potencial citogenotéxico de diferentes concentragdes do
referido extrato utilizando o teste do MTT (3,12 a 1.600 pg/mL) e ensaio de
micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN) (50, 100 e 200 pg/mL) na linhagem
celular de fibroblasto L929. O extrato apresentou os metabdlitos secundarios
triterpenos, saponinas e esteroides, da classe dos terpenos; xantinas, da classe dos
compostos nitrogenados; e compostos fendlicos, incluindo cumarinas, ligninas,
taninos condensados e antraquinonas. Na analise de citotoxicidade, as
concentragbes de 3,12 (100,24%) a 200 ug/mL (79,98%) ndo apresentaram efeito
citotoxico, enquanto que as concentragdes de 400 pg/mL (77,47 %), 800 pg/mL
(44,96 %) e 1600 pg/mL (19,70 %) demonstraram uma diminuigdo na viabilidade
celular. No que tange a genotoxicidade, a concentracédo de 50 ug/mL n&o apresentou
alteracdes nucleares significativas [MN (11,0), BN (15,33), PN (0,33)], frente ao CN
[MN (5,0), BN (7,67), PN (1,22)], indicando auséncia de acédo genotoxica. Entretanto,
as concentragdes de 100 e 200 pg/mL mostraram genotoxicidade para o valor médio
de MN [24,83 (100 pg/mL) e 48,83 (200 ug/mL)] e de BN [27,00 (100 pg/mL) e 60,33
(200 pg/mL)], quando comparados ao controle negativo (p<0,05). Os dados obtidos
demonstraram auséncia de citogenotoxicidade para concentracdes inferiores a 50
pMg/mL do extrato aquoso foliar de M. tenuiflora, frente a células L929, enfatizando
um potencial promissor desta espécie como fonte natural de recursos terapéuticos.

Palavras-chave: Jurema preta. Cromatografia. Fitoquimica. Teste MTT. Ensaio
CBMN.



ABSTRACT

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Fabaceae), commonly kwon as jurema preta, is a
native plant to the Brazilian Northeast, used in popular medicine in the treatment of
burns, gastritis, skin ulcers, and inflammation. This plant has shown biological
properties such as antimicrobial, antioxidant, and healing action; in addition, it was
identified as embryotoxic, fetotoxic and abortive in cattle, goats and sheep. The
present study evaluated the phytochemical composition and cytogenotoxic potential
of aqueous leaf extract of M. tenuiflora, using thin layer chromatography, MTT assay
(3.12 — 1,600 pg.mL™") and CBMN test (50, 100 and 200 ug.mL™") on L929 fibroblast
cells, respectively. The extract showed secondary metabolites, including triterpenes,
such as saponins and steroids, xantins, and phenolic compounds, such as cumarins,
lignins, hydrolysable tannins and anthraquinones. In the cytotoxicity, the
concentrations of 3.12 (100.24 %) — 200 pg.mL™ (79.98%) showed absence of
cytotoxic effect, while the concentrations of 400 (77.47%), 800 (44.96%) and 1.600
ug.mL™ (19.70%) presented decreased in cellular viability. In terms of genotoxicity,
the mean number of micronuclei (11.00), nuclear buds (15.33) and nucleoplasmatic
bridge (0.33) revealed absence of genotoxic effect only for concentration of 50
ug.mL"', when compared to the negative control (5.0 micronuclei, 7.67 nuclear buds
and 1.22 nucleoplasmatic bridge). In turn, the concentrations of 100 [micronuclei
(24.83), nuclear buds (27.00) and nucleoplasmatic bridge (0.66)] and 200 ug.mL"
[micronuclei (24.83), nuclear buds (27.00) and nucleoplasmatic bridge (0.44)]
presented genotoxicity, when compared to the negative control (p<0.05). Our data
demonstrated absence of cytogenotoxicity to the concentrations lower than 50
ug.mL" of aqueous leaf extract of M. tenuiflora on L929 fibroblast cells, confirming its
potential as a natural source of therapeutic resources.

Key-words: Jurema preta. Chromatography. Phytochemical. MTT test. CBMN assay.
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1. INTRODUCAO

O uso das propriedades terapéuticas vegetais esta intrinsecamente
relacionado a origem e costumes das comunidades tradicionais desde a
antiguidade; assim, grande parte do conhecimento farmacobotanico é derivado
do saber empirico dessas populagdes (LEMOS; VIEIRA-SILVA, 2021).

As plantas medicinais sdo consideradas fontes naturais para a
sintese de biomoléculas ativas (VAKELE; ODUN-AYA; REDDY, 2022), uma vez
que produzem os metabdlitos secundarios (BEZERRA, 2008), os quais atuam
na manutencgdo da vida celular vegetal (TISSIER et al., 2014). Por outro lado, a
diversidade desses compostos ativos e suas interagbes sinergéticas e/ou
antagbnicas, conferem aos vegetais propriedades bioldégicas, como
antioxidante, anti-inflamatdria, antiviral, antibacteriana, antifungica, entre
outras, despertando o interesse farmacologico, industrial e agronémico
(BEZERRA, 2008; LIYANAARACHCHI et al., 2018; PEREIRA; CARDOSO,
2012).

Diversos estudos tém sido realizados para comprovar a
potencialidade das plantas medicinais de diferentes ecossistemas
(VASCONCELQOS et al., 2007). Contudo, um aumento progressivo dos estudos
de bioprospecgao da vegetagdo do semiarido nordestino tem sido notado
(ARAUJO et al.,, 2020). Dentre as plantas nativas do Nordeste Brasileiro,
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir, conhecida popularmente como jurema preta,
tem sido explorada pelas suas propriedades terapéuticas, destacando-se a
acao analgésica, cicatrizante, antioxidante, antimicrobiana, alucindégena,
gastroprotetora (AMARIZ et al., 2022; RODRIGUES, 2018), além de ser usada
no tratamento de lesbes cutaneas e queimaduras (OLIVEIRA, 2011). Nesta
regido, além do uso medicinal, a jurema preta € utilizada como forragem na
alimentacao de bovinos, caprinos e ovinos, principalmente, na estacao seca;
entretanto, a ingestdo de suas folhas ja foi associada a malformacgdes
congénitas nestes animais, indicando um efeito teratogénico (PIMENTEL et al.,
2007), o qual foi atrelado a presencga de alcaldides na composigédo dessa planta
(BEZERRA; PINHEIRO; LUCENA, 2021).

Trabalhos anteriores investigaram as acgdes tdxica e citogenotdxica

dos extratos aquoso e etandlico foliar de M. tenuiflora mediante o bioensaio
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com Allium cepa L. Dos Santos (2017) observou efeitos toxicos para as
concentragdes de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 1,5 mg/mL e 2,5 mg/mL do extrato
aquoso, enquanto que atividades toxicas e citotoxicas foram reveladas para as
concentragcdes 1,0 mg/mL, 1,5 mg/mL e 2,5 mg/mL do extrato etandlico foliar
(MIRANDA, 2018), as quais foram relacionadas aos fitoconstituintes presentes
nos respectivos extratos.

Neste contexto, o uso popular da jurema preta suscita a
preocupagao de identificar sua efetividade terapéutica e suas possiveis
reacdes adversas, estimulando estudos voltados ao seu potencial, eficiéncia e
seguranca de uso (GURIB-FAKIM, 2006; BEZERRA, 2008). Por essa razéo, o
Sistema Unico de Saude e 6rgdos de regulamentagédo internacionais como a
Administracdo de Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration;
FDA) e Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(Organization for Economic Cooperation and Development; OECD) determinam
que diversos ensaios de toxicidade devem ser realizados tanto para validar a
seguranca do uso de fitoterapicos, como para identificar doses que possam,
eventualmente, induzir efeitos adversos (FDA, 2016; MINISTERIO DA SAUDE,
2016; OECD, 2016).

Dentre eles, destaca-se: o teste de citotoxicidade do brometo de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazdlio (MTT), o qual avalia a viabilidade
celular apés a exposigdo a compostos quimicos mediante a atividade da
enzima mitocondrial desidrogenase succinica (ARAUJO et al., 2015; HAYON et
al., 2003); bem como o Ensaio de Micronucleo com Bloqueio de Citocinese
(Cytokinesis-Block Micronucleus Assay; CBMN), teste de genotoxicidade que
identifica alteragdes nucleares em células binucleadas resultantes de perda
e/lou quebra cromossémica (FENECH, 2000; 2007), sendo ambos
recomendados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(ANVISA, 2004).

Diante do exposto, o presente trabalho visou a avaliagao fitoquimica
do extrato aquoso foliar de M. tenuiflora, bem como sugerir concentragdes
desse extrato vegetal para estudos pré-clinicos mediante a investigagédo do seu
potencial citogenotoxico sobre a cultura de células de fibroblasto da linhagem
L929.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliar a constituicao fitoquimica e o potencial citogenotéxico do extrato

aquoso foliar de Mimosa tenuiflora.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer o perfil fitoquimico do extrato aquoso foliar de M. tenuifiora,
de forma qualitativa, utilizando a cromatografia de camada delgada.

e Estimar a citotoxicidade de diferentes concentragdes do extrato aquoso
foliar de M. tenuiflora mediante o teste de viabilidade celular com brometo de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazélio (MTT) em células L929.

e Avaliar o potencial genotoxico de concentragdes do extrato aquoso foliar
de M. tenuiflora, previamente selecionadas pelo ensaio de MTT, mediante o
ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN) em células L929.

° Definir concentragdes seguras de uso em testes de atividades

biologicas da espécie M. tenuiflora.
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1. O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

As espécies vegetais tém sido utilizadas para fins terapéuticos pela
humanidade desde a antiguidade (OMWENGA et al., 2015), devido aos
compostos ativos presentes nestas plantas, os quais causam efeitos
fisioldgicos nos organismos, conferindo assim as propriedades medicinais
(JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018; PHILLIPSON, 2001).

O conhecimento empirico €& considerado um tratamento
culturalmente duradouro, uma vez que este é aprimorado e perpetuado ao
longo das geracdes. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca
de 80% da populacdo mundial faz uso das plantas medicinais na atencao
primaria a saude (DE LUCENA, 2019; FERREIRA, 2019; OMWENGA et al.,
2015; SALMERON-MANZANO et al., 2020).

Em nivel mundial, a maioria dos paises apresenta tradigcbes no uso
das plantas medicinais, seja para alimentos, medicamentos e/ou cosméticos.
Estima-se que o setor de ervas global atingira US$ 746,9 bilhdes até o final de
2022, sendo os principais exportadores do mundo a india e a China (SINGH et
al., 2022). No Brasil, o uso das plantas medicinais tem influéncia dos saberes
indigenas, em conjunto aos conhecimentos europeus e africanos (REZENDE;
COCCO, 2002). A utilizagdo dessas plantas na medicina popular tem
despertado o interesse cientifico, visto que os vegetais apresentam substancias
bioativas, as quais podem ser aplicadas na fabricagdo de medicamentos. E
sabido que cerca de 50% dos medicamentos industrializados tém como base
os recursos vegetais (CUNHA et al., 2016; SILVA, 2018; SILVA, 2001; VAN;
WINK, 2017).

Apesar do Brasil apresentar uma grande biodiversidade, muitas
espécies vegetais tém principios ativos desconhecidos; apenas 8 %, das mais
de 55.000 espécies catalogadas, foram estudadas em relagdo aos compostos
bioativos (MAGALHAES, 2019; TESSER; SOUSA; NASCIMENTO, 2018), a
exemplo do alho (Allium sativum L.) e o alecrim-pimenta (Lippia sidoides
Cham.), presentes na Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS (RENISUS) (BRASIL, 2022).
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Com isso, o Ministério da Saude em apoio as Praticas Integrativas e
Complementares (PIC), condutas terapéuticas baseadas no conhecimento
empirico, fundou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), gerando a publicagao da Portaria numero 971/20086,
no ano de 2006. A PNPIC lista os recursos terapéuticos que podem ser
ofertados pelo Sistema Unico de Saude (SUS), com foco na atencdo
continuada, humanizada e integral a saude (DE LUCENA, 2019; HABIMORAD
et al., 2020; TESSER; SOUSA; NASCIMENTO, 2018).

Em junho do mesmo ano, através do Decreto Presidencial n.° 5.813,
foi publicada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF), estabelecendo estratégias para o consumo racional e seguro das
plantas medicinais e/ou fitoterapicos com o intuito de promover o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional, envolvendo varios ministérios, a saber, Ministério do Meio
Ambiente (MMA); Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT); Ministério da
Cultura (MinC); Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
(MDIC) e 6rgéos como a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
Fiocruz (SANTOS; CARVALHO, 2018).

Assim, a PNPMF constitui parte essencial das politicas publicas de
saude, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social, atuando como
elemento fundamental na promogédo da qualidade de vida da populacéo
brasileira. No campo da toxicologia, busca criar e apoiar centros de pesquisas
que estudem os efeitos adversos de plantas medicinais e fitoterapicos sobre os
organismos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Tais decretos publicados favoreceram a criacdo da Relagao Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS),
divulgada em fevereiro de 2009. Esta relagdo consiste em uma lista com 71
espécies de diferentes familias botanicas e sua finalidade é orientar pesquisas
e estudos farmacogenéticos com plantas nativas dos biomas brasileiros
(RENISUS, 2009), com potencial gerador de produtos atrativos ao SUS,
visando a seguranca e eficacia dos tratamentos (SILVA, 2018). Entre elas,
pode-se citar: Erythrina mulungu (Mart. ex Benth.), o mulungu, espécie
encontrada em todas as regides do pais e, popularmente, utilizada pela sua

acéo sedativa e hipotensiva (DE BONA et al., 2012); e Plantago ovata Forssk,
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o psilio, indicada como possivel desintegrante na formulagdo de comprimidos
orodispersiveis (ABBAS et al., 2021).

Adicionalmente, a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME) compreende os medicamentos indicados para o atendimento de
doengas ou de agravos no ambito do SUS e, até 2020, foram inclusos 12
fitoterapicos, a exemplo de alcachofra (Cynara scolymus L.); aroeira (Schinus
terebinthifolia Raddi); babosa [Aloe vera (L.) Burm. F.]; céascara-sagrada
(Rhamnus purshiana DC.); espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex
Reissek); guaco (Mikania glomerata Spreng.); garra-do-diabo (Harpagophytum
procumbens DC. ex Meissn.); hortela (Mentha x piperita L.); isoflavona de soja
[Glycine max (L.) Merr.]; plantago (Plantago ovata Forssk.); salgueiro (Salix
alba L.); e unha-de-gato [Uncaria tomentosa (Willd. ex Roem. & Schult.)]
(RENAME, 2020).

Os fitoterapicos sado usados pela medicina popular de diversas
formas, como chas, infusbes e xaropes, por exemplo. Algumas preparagoes
sdo conhecidas pela populagdo como "garrafada", que é composto de uma
mistura de diferentes plantas e partes vegetais. O "lambedor’” também é
bastante conhecido e utilizado por estas comunidades, principalmente como
expectorantes (AGRA et al., 2008).

Na Caatinga, algumas das plantas mais conhecidas e popularizadas
entre os habitantes locais sdo: o cumaru [Amburana cearensis (Allemao) A. C.
Sm.] com atividades antibacteriana (FIGUEREDO et al., 2013),
anti-inflamatéria, relaxante muscular (LEAL et al., 2003) e com potencial
antiproliferativo em linhagens humanas de células cancerigenas (BASTOS et
al., 2020), a aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemao), que possui atividades
analgésica, anti-inflamatdria (VIANA; BANDEIRA; MATOS, 2003) e
antiulcerogénica (SOUZA et al., 2007), o angico [Anadenanthera colubrina var.
cebil (Griseb.) Altschul)], utilizado popularmente como antisséptico, cicatrizante
e contra tosse e bronquite (AGRA et al., 2008), a imburana [Commiphora
leptophloeos (Mart.) J.B.Gillet).] cujo uso popular estd relacionado ao
tratamento de gripe, tosse, bronquite, doengas hepaticas e no trato urinario
(AGRA et al., 2008), a pata-de-vaca ou mororé [Bauhinia cheilantha (Bongard)

Steudel], mandacaru (Cereus jamacaru D.C) e muitas outras.
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3.2. FAMILIA LEGUMINOSAE Juss. (FABACEAE L.)

Leguminosae (Fabaceae), pertencente a ordem Fabales, é
considerada a terceira maior familia das Angiospermas. Atualmente, com base
em trabalhos prévios e em analises filogenéticas utilizando marcadores
moleculares cloroplastidiais matK, esta subdividida em seis subfamilias:
Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae
(com a antiga subfamilia Mimosoidae incluida) e Papilionoideae, englobando
cerca de 750 géneros e aproximadamente 19.500 espécies (LPWG, 2013;
2017). Apresenta uma ampla distribuicdo mundial (CAVADA et al., 2020;
LPWG, 2017) e, no Brasil, as leguminosas estdo presentes em todos os
dominios fitogeograficos, com maiores incidéncias no Cerrado, Amazénia, Mata
Atlantica e Caatinga, nesta ordem (FLORA DO BRASIL, 2020).

Em relacdo as caracteristicas morfologicas, os representantes da
familia apresentam-se de forma diversificada, incluindo arvores com madeira
de lei, arbustos, ervas, liana/voluvel/trepadeira e subarbustos (FLORA DO
BRASIL, 2020). Entre suas principais caracteristicas estdo as folhas compostas
e alternas, apresentando estipulas e, as vezes, pulvino na base; fruto seco e
deiscente ou indeiscente, em formato de vagem (OLIVEIRA, 2011).

E um grupo comumente conhecido pela sua importancia econdmica,
devido ao fornecimento de produtos a industria alimenticia, como o amendoim
(Arachis hypogaea), soja (Glycine max), lentilha (Lens culinaris) e feijdes
(Phaseolus spp. e Vigna spp.), os quais se destacam por serem ricos em
proteinas e micronutrientes, ou seja, com alto teor nutricional (VASCONCELOS
et al.,, 2020). Adicionalmente, exibem relevante importancia ecoldgica,
auxiliando na melhoria de solos cultivados, atuando na fixacao de nitrogénio,
mediante a simbiose dos ndédulos radiculares com bactérias pertencentes ao
género Rhizobium (ANDREWS; ANDREWS, 2017).

3.3. GENERO WMimosa L.. ASPECTOS BOTANICOS E ATIVIDADES
BIOLOGICAS

O género Mimosa L. pertence ao clado Mimosoideae e é composto

por mais de 540 representantes, os quais se distribuem na regido neotropical,
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havendo elevadas concentracbes e endemismo no Paraguai, Argentina,
Uruguai e México. No Brasil, ha ocorréncia de representantes em todo o
territério nacional (MEIRA et al., 2020; RIZWAN et al., 2022; SIMON et al.,
2011). Morfologicamente, seus representantes apresentam frutos craspédio,
lomento ou sacelo, enquanto que a auséncia de glandulas apicais nas anteras
distingue Mimosa de géneros afins (DOURADO; CONCEICAO;
SANTOS-SILVA, 2013; SIMON et al., 2011).

Suas espécies apresentam importancia econdmica, ecolbgica e
medicinal. Sao utilizadas na producdo de madeira, lenha e carvao, além de ser
utilizada para a recuperagdo de areas degradadas (FRANCO et al., 1995).
Quanto as propriedades bioldgicas, de uma forma geral, ja foram descritas
acao cicatrizante (KOKANE et al., 2008), antifungica (KANG et.al., 2004),
inseticida contra ovos de Bemisia tabaci (gennadius) (CAVALCANTE;
MOREIRA; VASCONCELOQOS, 2006), entre outras, conforme um levantamento
bibliografico realizado para representantes do género Mimosa e listado na
Tabela 1. Segundo Rizwan et al. (2022), tais atividades biologicas
apresentadas pelas espécies pertencentes ao género em questdo sao
proporcionadas pela acdo de compostos bioativos, como flavonoides,

esteroides, saponinas, alcaloides e taninos.

Por outro lado, as espécies Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth.
E Mimosa tenuiflora apresentaram atividade embrioletal, teratogénica e
fetotoxica. (BEZERRA; PINHEIRO; LUCENA, 2021; PESSOA, 2007). O efeito
embrioletal e teratogénico de M. ophthalmocentra foi observado pelo aumento
no indice de anomalias e/ou malformacgao fetal em ratas Wistar tratadas com

ragéo contendo 10% de sementes da referida espécie (PESSOA, 2007).

Tabela 1 - Atividades bioldgicas descritas para espécies do género Mimosa L. de
acordo com a literatura.

Espécies Estrutura vegetal Atividade biologica Referéncias
M. tenuiflora Folhas e flores Antiprotozoaria Bautista et al. (2011)
M. pudica L. Raiz Antifungica Kang et.al. (2004)
M. calsalpinilolia Folhas Inseticida Cavalcante; Moreira;

Benth. Vasconcelos (2006)
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Espécies Estrutura vegetal Atividade bioldgica Referéncias
M. ophtalmocentra Parte aérea Antioxidante David et al. (2007)
Mart. ex Benth.
M. pudica L. Raiz Cicatrizante Kokane et al. (2008)
M. tenuiflora Folhas Antioxidante Franco; Costa; Pavao

(2018)

M. paraibana Barneby Parte aérea Antioxidante Nunes et al. (2008)
M. tenuiflora Folha Antinociceptiva Oliveira (2011)
M. tenuiflora Casca Antimicrobiana Bezerra et al. (2011)

3.4. ESPECIE Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., conhecida popularmente no Brasil
como jurema preta, ocorre nos dominios fitogeograficos do Cerrado e da
Caatinga (FLORA DO BRASIL, 2020), sendo neste ultimo comumente
encontrada, uma vez que se caracteriza por apresentar resisténcia a seca e por
colonizar facilmente os ambientes degradados e/ou erodidos dessa regido
semiarida (ARAUJO; LEITE; PAES, 2004; BAKKE et al., 2007). Assim,
apresenta uma ampla distribuigdo no nordeste brasileiro, compreendendo os
Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte e Sergipe, enquanto que na regido Sudeste, encontra-se
restrita ao Estado de Minas Gerais (FLORA DO BRASIL, 2020).

Este taxon apresenta porte arbustivo, caule espinhoso, folhas
compostas bipinadas (Figura 1) e flores esbranquicadas. Seus frutos sdao do
tipo vagem deiscente, cujo tamanho varia entre 2,5 a 5,0 mm de comprimento
(AMARIZ et al.,2022; FERREIRA; EVANGELISTA, 2021; HERNANDEZ et al,
2021; MEIRA et al., 2020).
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Figura 1: Espécie Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. A) Arbusto; B) Folhas,
flores e caule espinhoso. Fonte: http://legacy.tropicos.org/ImageSearch.aspx Autor:

O. M. Montiel.

A jurema-preta apresenta grande importancia ecoldgica atuando na
restauracdo de areas degradadas devido ao seu rapido crescimento e
capacidade de rebrota (MAIA-SILVA et al., 2012; ROQUE; LOIOLA, 2013).
Adicionalmente, destaca-se como forrageira no semiarido nordestino, sendo
utilizado na dieta animal devido a persisténcia da sua folhagem durante o
periodo de seca (PIMENTEL et al., 2007). Vale ressaltar que essa planta tem
seu estagio de brotagdo no inicio do periodo chuvoso no Nordeste,
combinando com o periodo de reprodugdo das cabras (PIMENTEL et al.,
2007).

Entretanto, na literatura, ha relatos de casos de malformacdes
congénitas em bovinos, caprinos e ovinos apos a ingestao dessa planta pelas
fémeas prenhas (DANTAS et al., 2010; PIMENTEL et al., 2007; SANTOS;
DANTAS; RIET-CORREA, 2012), evidenciando um potencial embriotéxico,
fetotoxico e abortivo. Tais malformagdes foram relacionadas a presencga de
alcaldides nas folhas desse vegetal (BEZERRA; PINHEIRO; LUCENA, 2021).

Considerando os constituintes quimicos presentes em M. tenuiflora,
este vegetal é empregado na cultura popular e na medicina tradicional. Em
rituais indigenas da regido Nordeste e de religides afro-brasileiras, por
exemplo, as cascas do caule séo utilizadas na fabricagdo do “vinho jurema”,
uma bebida alucinégena cujo efeito foi associado a presenga do alcaldide
indolico dimetiltriptamina (DMT) (AMARIZ et al., 2022).


http://legacy.tropicos.org/ImageSearch.aspx
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Para fins medicinais, o uso do caule e da raiz de M. tenuiflora é
destacado, devido aos metabdlitos secundarios presentes nessas partes do
vegetal (AGRA et al., 2008; CORDEIRO; FELIX, 2014; GOMES; BANDEIRA,
2012; PEREIRA JUNIOR et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014). Uma analise
fitoquimica identificou 33 compostos quimicos nas estruturas vegetais da
jurema-preta, a exemplo de saponinas, triterpenoides, esteroides, alcaloides
inddlicos e flavonoides, os quais foram associados as propriedades
antioxidantes, cicatrizantes e antimicrobianas descritas para a referida planta
(BEZERRA; PINHEIRO; LUCENA, 2021).

Contudo, as folhas de M. tenuiflora sao aplicadas, principalmente, na
forma de banhos e lavagens contra ulceras externas (AGRA et al., 2008;
AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007), além de serem referidas na
literatura para alivio de dentalgia (uso topico) (ALBUQUERQUE; ANDRADE,
2002), no tratamento de queimaduras, acne e problemas de pele (BEZERRA et
al., 2011; SILVEIRA; MAIA; COELHO, 2012).

Encontra-se, na base de dados nacional do Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) ( https://busca.inpi.gov.br/pePl/ ), o pedido de
patente de numero BR 10 2017 013991 3 A2, depositada em 28/06/2017 pela
Universidade Estadual da Paraiba, referente a um biocoagulante a base de
extrato de M. tenuiflora. Esse biocoagulante foi desenvolvido a partir do extrato
da casca do caule, com o intuito de ser um tratamento alternativo aos

coagulantes inorganicos.

3.5. METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabdlitos sdo definidos como compostos organicos produzidos
para manutencédo da vida celular vegetal, sendo divididos em duas classes,
metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios. Os metabdlitos primarios, a
exemplo de agucares, lipidios e proteinas, sdo aqueles relacionados as vias
metabdlicas de manutencao vegetal, como respiracao celular, fotossintese,

armazenamento de energia e biossintese de proteinas (TISSIER et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/triterpenoid-saponin
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/flavonoids
https://busca.inpi.gov.br/pePI/
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Por outro lado, os metabdlitos secundarios estdo relacionados as
interagdes com o ambiente, auxiliando na defesa contra estresses bidticos e
abidticos (ALAMGIR, 2018; TISSIER et al., 2014). Suas ac¢des tém despertado
interesse tanto pelas atividades biologicas, oriundas dos mecanismos
envolvidos na resposta dos vegetais aos estimulos do ambiente, quanto pelo
uso na farmacologia e importancia comercial na area alimentar e agronémica,
por exemplo (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

De acordo com a natureza quimica e estrutural, os metabdlitos
secundarios sao classificados em terpenoides ou terpenos (como o0s
glicosideos, carotendides e esterdides vegetais), compostos nitrogenados
(como alcaldides e glucosinolatos) e os compostos fendlicos (como acidos
fendlicos, cumarinas, lignanas, estilbenos, flavondides, taninos e lignina)
(ALAMGIR, 2018; TAIZ; ZEIGER, 2006; TISSIER et al., 2014).0s terpenoides
ou terpenos apresentam grandes efeitos benéficos (CHRISTIANSON, 2017),
sdo constituidos por unidades de isopentenilpirofosfato (IPP-C5) e, conforme o
numero de unidades de carbono (C), podem ser classificados em diferentes
subgrupos: os monoterpenos (C,,); sesquiterpenos (C;s); diterpenos (Cy);
sesterterpenos (Cys); triterpenos (Csy), como as saponinas; tetraterpenos (Cy),
com destaque para os carotenos e xantofilas; e politerpenos (mais de 40
carbonos) (SULSEN et al., 2013; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010)

Os monoterpenos e sesquiterpenos exercem a funcdo de atrair
polinizadores e repelir insetos na defesa das plantas, sendo compostos
encontrados nos oleos essenciais. No grupo dos diterpenos, encontra-se a
giberalina, importante horménio que atua no crescimento e desenvolvimento
vegetal, além de ser utilizado na armazenagem de produtos, como repelentes e
inseticidas. Por sua vez, os tetraterpenos destaca-se pela presenca dos
carotenos que sido importantes antioxidantes e dissipadores de radicais livres
(SHARIFI-RAD et al., 2017; SINGH; PANDEY, 2018; VIZZOTTO; KROLOW;
WEBER, 2010).

Compostos nitrogenados sao um grupo bem diversificado
abrangendo os alcaloides, betalainas, xantinas, glucosinolato, glicosideos
cianogénicos e aminoacidos nao proteicos, cujas formagdes ocorrem a partir de

aminoacidos aromaticos e alifaticos (ALAMGIR, 2018).
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Os alcaldides sao moléculas organicas nitrogenadas que possuem
pelo menos um atomo de nitrogénio em seu anel (ALAMGIR, 2018; PAGARE et
al., 2015; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). Com base em seu precursor
biossintético e sistema heterociclico, os compostos foram classificados em
diferentes grupos: alcaldides de piridina, pirrolidina, tropane, indolizidina,
quinolina, isoquinolina, alcaléides fenantreno, fenetilamina, indol e purina
(HIMANSHU et al., 2020). Sdo conhecidos por suas diversas propriedades
terapéuticas como anticancer, antimicrobiana anti-inflamatoéria, antiviral e
analgésica (JIANG et al.,, 2016; QUINTANA et al.,, 2020). Assim, s&o
considerados fontes para a produgdo farmacolégica e fonte de alimentos
funcionais, a exemplo da cafeina e nicotina (KISHIMOTO et al., 2016;
ROBERTS et al., 2010). A cafeina € uma xantina sintetizada a partir de uma
base nitrogenada (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Por outro lado, os glicosideos cianogénicos consistem em uma
cadeia de carbono derivada de cinco aminoacidos proteicos (DE SOUZA et al.,
2019; STANGARLIN et al., 2011), sendo eles o [-glicosideos de
a-hidroxinitrilas, os quais sdo caracterizados por liberar cianeto de hidrogénio
quando hidrolisados por B-glicosidases e a-hidroxinitrilases. Podem estar
envolvidos no transporte e rotatividade de nitrogénio, e no desenvolvimento das
plantas bem como associados a defesa da planta contra patdégenos e
herbivoria, mediante ativagéo das -glucosidases (CUNY et al., 2019).

Os compostos fendlicos constituem um grupo de moléculas
organicas bem diversificado (MUS et al., 2016). Caracterizados por apresentar
um anel aromatico, com um ou mais agrupamento hidroxila (VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010), sdo classificados como fendlicos simples,
flavonoides (incluindo os grupos: flavonas, flavanonas, flavonais, isoflavonoides
e antocianidinas), taninos, cumarinas, quinonas, ligninas, acidos fendlicos,
hidroxicinamatos e estibenos. (MEYER et al., 2013; MUS et al., 2016).

Entre os compostos fendlicos, destaca-se o grupo dos flavonoides
como um dos mais abundantes entre os vegetais. Estdo relacionados nas
plantas a acdo antioxidante, protecao contra a radiagao UV, na defesa contra
patéogenos, coloracdo das flores e auxiiam na atracdo de animais

polinizadores. Na saude humana, seu consumo esta relacionado a diversos
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beneficios, como antitumoral, antialérgico, anti-inflamatério, antimicrobiano e
antioxidante (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

O estagio de maturagédo da planta é um dos fatores que interferem
na produgao de metabdlitos, ja que tecidos mais jovens tendem a possuir maior
taxa biossintética de metabdlitos. Em Arnica montana L., ocorre uma elevada
producédo de derivados da helenalina enquanto plantas jovens e, semanas
depois do surgimento das folhas, os niveis caem para préximo de zero. Outro
fator € a disponibilidade hidrica. Sabe-se que a constancia de chuvas pode
ocasionar a perda de substancias hidrossoluveis por lixiviagdo e que periodos
curtos de seca podem elevar a produgcdo de alguns metabdlitos
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Além disso, alguns metabdlitos podem apresentar caracteristicas
diferenciadas, como os compostos fendlicos que sao encontrados em
substancias alelopaticas. Essas substancias, quando liberadas pela planta no
meio, impedem o crescimento de outros vegetais (GHIMIRE et al., 2019). O
sorgo € um exemplo de vegetal que produz substancias alelopaticas,
produzindo o sorgoleone, aleloquimico que reduz o crescimento de ervas
daninhas (TIBUGARI et al., 2019).

Outros compostos fendlicos, os taninos sao encontrados em
diferentes partes da planta (PAES et al., 2006) e conferem protecéo as plantas
contra a herbivoria (NEWSOME; LI; VAN BREEMEN, 2016). Podem atuar na
inibicdo da peroxidacgao lipidica e auxiliar na eliminacdo de radicais como o
superoxido, hidroxila e peroxila, compostos importantes no estado pré-oxidante
celular, evitando danos oxidativos no DNA (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).
As antraquinonas sao compostos fendlicos utilizados na industria farmacéutica
por possuirem atividades laxativas, antifungicas e antibacterianas (MALIK et al,
2016).

As antocianinas sao representantes do grupo dos flavonoides e
atuam como atrativos para agentes polinizadores e dispersores (KUMAR,;
PANDEY, 2013). Por sua vez, as cumarinas s&o utilizadas na industria
alimentar como aromatizante (SPROLL et al., 2008) e a lignina € um dos
constituintes da parede celular vegetal e confere resisténcia estrutural as
plantas (MACEDA et al., 2021).
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Além dos efeitos benéficos ja abordados, os metabdlitos também
podem apresentar efeito téxico. Por exemplo, os glicosideos cardioativos
podem ocasionar paralisia do coragao na fase de sistole, quando utilizado em
altas concentragdes; enquanto que, quando utilizado em baixa concentracao, €
empregado no controle de problemas relacionados ao baixo débito cardiaco
(VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010; DE REZENDE et al, 2016).

Por sua vez, os glicosideos cianogénicos sao capazes de formar gas
cianeto de hidrogénio ou acido cianidrico (HCN), quando hidrolisados. O HCN &
um composto de agdo toxica que interfere na cadeia de transporte de elétrons
respiratorios, sendo considerado um dos venenos de acdo mais rapida em
mamiferos (DE SOUZA et al, 2019; STANGARLIN et al., 2011).

Para M. tenuiflora, ja foi relatado o isolamento e identificacao dos
alcaloides: N,N-dimethyltryptamine (ROSSI et al., 2019),
2-methyl-tetrahydro-B-carboline (GARDNER et al., 2014), N-methyltryptamine
(GARDNER et al., 2014); saponinas: Mimonosides A, B e C (ANTON et al.,
1993; JIANG et al, 1991a; JIANG et al.,1991b); flavonoides:
6-demethoxycapillarisin, Tenuiflorin B e C (LEON et al., 2004), Sakuranetin
(CRUZ et al., 2016) e os terpenos: 8,15-labdanediol , ent-8(17)-labden-15-ol
(FUKUYAMA et al.,, 1999), em extratos foliares, da raiz e casca da planta
(Tabela 2).

Tabela 2 - Compostos quimicos e suas respectivas classes presentes em diferentes partes
vegetais da espécie Mimosa tenuiflora.

Classe Composto quimico Parte da planta Referéncia
N,N-dimethyltryptamine raiz Rossi et al. (2019)
Yuremamine casca Vepsalainen et al.
(2005)
Alcaloide
2-methyl-tetrahydro--carb folhas e sementes Gardner et al. (2014)
oline

N-methyltryptamine folhas e sementes Gardner et al. (2014)

Mimonosides A casca Anton et al. (1993)

Mimonosides B casca Anton et al. (1993)
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Mimonosides C casca Anton et al. (1993)
Saponinas
casca Anton et al. (1993)
Campesterol-3-O-3-Dgluco
pyranosyl
Stigmasterol-3-O-3-Dgluco casca Anton et al. (1993)
pyranosyl
B-Sitosterol-3-O-B-Dglucop casca Anton et al. (1993)
yranosyl
6-demethoxy-4' folhas Leon et al. (2004)
-Omethylcapilarisine
6-demethoxycapillarisin folhas Leon et al. (2004)
Flavonoides
Tenuiflorin A folhas Leon et al. (2004)
Tenuiflorin B folhas Leon et al. (2004)
Tenuiflorin C folhas Leon et al. (2004)
8,15-labdanediol folhas Fukuyama et al.
(1999)
Terpenos
ent-8(17)-labden-15-ol folhas Fukuyama et al.
(1999)

3.6. AVALIACAO DO POTENCIAL CITOGENOTOXICO DE PLANTAS
MEDICINAIS

Dado o aumento continuo da utilizagdo de espécies vegetais para
fins medicinais, um aumento progressivo dos estudos de bioprospeccao da
vegetagdo do semiarido nordestino tem sido observado (ARAUJO et al., 2020).
Entretanto, apesar do uso popular significativo de produtos vegetais como
agentes terapéuticos, muitas informagdes farmacobotanicas ainda sé&o
desconhecidas, gerando incertezas sobre sua efetividade medicinal e possiveis
reacdes adversas.

As plantas medicinais sdo constituidas por uma mistura complexa de
compostos biologicamente ativos, a qual pode conferir propriedades bioldgicas

a esses vegetais como atividades antioxidantes, anti-inflamatérios,
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antimutagénicas, antimicrobianas, entre outras, sendo assim, benéficas a
saude humana (ALIYU et al., 2009; DAS; JAGANNATH; DINDA, 2012; GOWRI;
CHINNASWAMY, 2011).

Por outro lado, determinados metabdlitos produzidos pelas plantas
podem, eventualmente, exibir propriedades téxicas, revelando-se como
citotoxico, genotdxico, mutagénico e/ou carcinogénico. Tais danos podem
afetar processos como a replicagao e transcrigao de genes e gerar alteragdes
cromossOmicas, levando ao cancer e processos de morte celular (PING et al.,
2012).

Dessa forma, considerando os efeitos adversos dos fitoconstituintes
e suas interagbes, agéncias governamentais tém exigido a realizagdo de prévia
de testes de seguranga para o uso das plantas medicinais, incluindo testes
toxicologicos in vivo e in vitro, os quais seguem protocolos internacionais
recomendados pela FDA (Food and Drug Administration; Administracédo de
Alimentos e Medicamentos) (FDA, 2010), EMA (European Medicines Agency;
Agéncia Europeia de Medicamentos) (EMA, 2013) e OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development, Organizagado para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econdmico) (OECD, 2016). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel pelas diretrizes para os testes de
avaliacdo da seguranga, bem como qualidade e eficacia dos possiveis
fitoterapicos (ANVISA, 2014).

O uso de cultura de células in vitro tem sido indicado pelas agéncias
regulamentadoras em investigagdes toxicolégicas para o desenvolvimento de
compostos medicinais, o que resultaria em uma redugao do grande numero de
modelos animais necessarios em testes de toxicidade in vivo (MACGAW;
ELGORASHI; ELOFF, 2014; MOURA et al., 2012). Nos testes in vitro, qualquer
substancia é analisada com facilidade, rapidez, seguranga e boa correlagao
com os resultados in vivo, havendo um controle das condigdes experimentais e
alta reprodutibilidade das condi¢cbes dos testes e seus respectivos resultados
(ARAUJO et al., 2015). Em adigéo, a disponibilidade de banco de células
provenientes de diferentes organismos aumenta o acesso e 0 uso de modelos
in vitro, tornando-os uma importante alternativa para as avaliacbes de
toxicidade (CELIK, 2012; CERQUEIRA, 2008; DOS REIS; DALMOLIN;
DALLEGRAVE, 2017).



33

Diferentes testes podem ser utilizados na investigagdo do modo de
acao e dos efeitos dos principios ativos das plantas medicinais nas células e
em seu material genético. O ensaio de citotoxicidade € um dos primeiros
passos recomendados para a avaliagdo da toxicidade das substancias
derivadas de extratos vegetais para fins farmacéuticos ou cosméticos (Ll;
ZHOU; XU, 2015; MACGAW; ELGORASHI; ELOFF, 2014). Eles avaliam o
potencial de um composto candidato, produzir danos na fungédo de organelas
ou estruturas vitais para as células, como mitocondrias e membranas
plasmaticas, e/ou induzir interferéncia no ciclo mitético. Os testes de
citotoxicidade s&o utilizados também para definir concentracbes a serem
usadas em testes in vitro posteriores (ARAUJO et al., 2015; EMA 2013; FDA
2010).

Para garantir a seguridade do uso das plantas medicinais € essencial
avaliar seu potencial toxico. Para essa avaliagdo, uma gama de métodos, como
0 ensaio de reversao de mutacdo em Salmonella typhimurium (AMES)
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000), o bioensaio A. cepa (BAGATINI et al., 2007)
e Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese (FENECH, 2000) s&o
utilizados (SPONCHIADO, 2016).

Entre os ensaios citotoxicos, destaca-se o teste do brometo de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio (MTT), descrito por Mosmann
(1983) e recomendado pela ISO 10993-5-2009 (MILLER et al. 2017). E um
ensaio rapido, tecnicamente acessivel, semi-automatizado, preciso e capaz de
alto rendimento amostral (HAYON et al., 2003). Baseia-se na atividade da
enzima mitocondrial desidrogenase succinica; em células viaveis, essa enzima
cliva o MTT produzindo os cristais de formazan, os quais séo insoluveis e
apresentam coloragao violeta. Por outro lado, em células n&o viaveis, o MTT
nao é clivado e, consequentemente, ndo ha formacao dos cristais de formazan,
resultando em uma suspensdo celular com coloragdao translucida e/ou
amarelada (ARAUJO et al., 2015; HAYON et al., 2003). Assim, a porcentagem
da viabilidade celular € mensurada mediante leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro. Quanto mais escura a suspensao celular, maior o numero
de células viaveis e metabolicamente ativas (ARAUJO et al., 2015).

Diferentes linhagens celulares sdo recomendadas para a validagao

dos ensaios citotoxicos por distintos protocolos. As linhagens BALB / ¢ 3T3



34

(fibroblastos de camundongo), MRC-5 (pulmdo de feto humano), WI-38
(pulmao de feto humano), Vero (rim de macaco), V79 (fibroblasto de pulméo de
hamster), BHK-21 (rim do Hamster sirio) e L929 (fibroblastos de camundongo)
sao indicadas pelo ISO 10993-5-2009, enquanto que os linfocitos de sangue
periférico de mamiferos, culturas primarias humanas, CHO (ovario de hamster
Chinés), V79, CHL/IU (Células pulmonares de hamster chinés), L5178Y
(linffoma de camundongo) e TK6 (linfoblastoma humano) sdo recomendadas
por OECD TG 473 e 487. Entre as células citadas, destaca-se a linhagem L929
de fibroblasto de camundongo, considerada uma das primeiras linhagens
celulares estabelecidas em cultura continua (DROZD et al., 2019). E uma
linhagem derivada do tecido aureolar subcutaneo e adiposo de camundongos
machos (C3H/Na) de 100 dias, cuja cultura foi estabelecida por WR Earle em
1940 (BCRJ-0188, 2020).

Diferentes trabalhos tém reportado as propriedades tdxicas de
extratos vegetais e de seus derivados utilizados na medicina popular, incluindo
o potencial citotéxico de plantas do bioma Caatinga mediante ensaio de MTT.
Extratos aquosos foliares delipidados e nao delipidados de Bauhinia cheilantha
(Bong.) Steud., ndo foram citotdxicos para as concentragdes com atividade
antioxidante comprovadas em células L929, sugerindo potencial como fonte
natural de recurso terapéutico (OLIVEIRA, 2020).

Por sua vez, o extrato aquoso da casca do caule de Zizyphus
Joazeiro Mart. (juazeiro), cuja atividade anti-helmintica foi comprovada, néo se
mostrou citotoxico para a linhagem celular Vero (ICs, de 0,75 mg/mL). Contudo,
um efeito citotoxico dose-dependente foi observado nas concentragées mais
altas do extrato (0,8 a 2,7 mg/mL) e para as fragdes de saponinas (ICs, de 0,20
mg/mL), sugerindo as saponinas como responsaveis pelo efeito citotoxico de Z.
Jjoazeiro (GOMES et al., 2016).

Outros ensaios recomendados para a avaliagdao de seguranca das
substancias sdo os testes de genotoxicidade, os quais sdo responsaveis pela
medicao de danos ao DNA (CORVI; MADIA, 2017). Dentre eles, pode-se citar o
ensaio do micronucleo (MN), preconizado pela ANVISA (ANVISA, 2004) e por
varias agéncias reguladoras internacionais, como o Guidance on Genotoxic
Testing and Data Interpretation for Pharmaceuticals Intended for Human Use
(ICH) (CORDELLI; BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021).
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Uma das variantes do ensaio do MN, o Teste do Micronucleo com
Bloqueio de Citocinese (Cytokinesis-Block Micronucleus - CBMN) é um método
internacionalmente reconhecido para medir a instabilidade cromossémica, bem
como a citostase e citotoxicidade, frente ao tratamento com agentes
genotoéxicos (FENECH, 2007; 2020; ZAGUIA et al., 2020). O ensaio investiga a
presenca de erros de replicagdo em células binucleadas, apos um ciclo celular,
quando expostas a substancias de interesse (FENECH, 2007). Neste teste,
apo6s a exposicao de 24 h das células ao tratamento, havera a adicdo do
inibidor de citocinese, Citocalasina B, que bloqueara a polimerizagao das fibras
de actina, impossibilitando a citocinese no final da divisdo celular (OECD,
2016). A analise das células binucleadas garante que as células em questéo
passaram por um ciclo mitético apds o inicio do contato com o material testado
(FENECH, 2000; 2011; 2020).

Os micronucleos (MN), Pontes Nucleoplasmicas (PN) e Brotos
Nucleares (BN) s&o os bioindicadores de genotoxicidade e instabilidade
cromossOmica averiguados mediante o CBMN. O MN possui aparéncia de um
nucleo pequeno ao lado do nucleo principal e sdo formados pela quebra
cromossémica (fragmentos acéntricos) e/ou perda de um cromossomo inteiro,
indicando agéao clastogénica e aneugénica, respectivamente. A PN é formada
por cromossomos dicéntricos, que ndo se rompem durante a anafase, podendo
estar relacionado a fusdes de extremidades de telbmeros, separacgao
defeituosa de cromatides irmas e falha no reparo de quebras de DNA (Figura 2)
(FENECH, 2011; HAYASHI, 2016). Por outro lado, o BN é gerado durante o
processo de eliminacdo de DNA amplificado, complexos de reparo de DNA e,
provavelmente, dos cromossomos que excedem nas células aneuploides. Ele é
conectado ao nucleo por uma haste nucleoplasmatica que, se rompida, pode
originar um MN (BONASSI et al., 2007; FENECH, 2011).
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Figura 2: Formacgdo de micronucleo (MN) e pontes nucleoplasmaticas (PN) em
células em divisdo nuclear. Micronucleos originam-se de cromossomos inteiros
atrasados ou de fragmentos cromossdmicos acéntricos. As PN originam-se de
cromossomos dicéntricos que podem ser causados por reparo incorreto de quebras de
DNA de fita dupla ou fusdes de terminais de teldbmeros. Fonte: adaptado a partir de
FENECH (2011).

O ensaio de micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN)
permite, ainda, a avaliacdo da citotoxicidade por meio do calculo da proporcao
de células necréticas e apoptoticas, além de analisar o indice de proliferagao
celular pela quantificacdo de células mono, bi e multinucleadas (citostase)
(FENECH, 2007; OECD, 2016).

Um estudo de genotoxicidade utilizando o teste de Ames e ensaio
de MN em Mus musculus foi realizado para extrato etandlico de M. tenuiflora
nao sendo observado efeito genotdxico para as concentragdes de 100 pg/mL e
50 pg/mL (teste de Ames) nem para as doses de 100 a 200 mg/kg (SILVA et
al., 2013).

4. METODOLOGIA

4.1. OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL DE Mimosa tenuiflora
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Folhas de M. tenuiflora foram coletadas no Campus de Ciéncias
Agrarias (S 09°19°35.4”; W 040°32’38.9”, municipio de Petrolina, Pernambuco,
Brasil), pertencente a Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
(UNIVASF). Apos a devida identificacdo da espécie, as exsicatas foram
preparadas e depositadas no Herbario do Tropico Semiarido - HTSA (Embrapa

Semiarido, Petrolina-PE), sob tombamento n° 6901.

4.2. PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO
EXTRATO AQUOSO FOLIAR DE Mimosa tenuiflora

As folhas de M. tenuiflora foram higienizadas, secas em estufa a 70
°C por 24 h e, posteriormente, maceradas em um moinho de facas para a
obtengao de um pé fino.

Para preparagdo do extrato bruto, cerca de 50 g deste pd foram
adicionados em 500 mL de agua destilada a temperatura ambiente,
permanecendo em agitagdo mecanica por 24 h. Passado esse periodo, o
extrato foi filtrado em funil de Buchner com placa de vidro sinterizada G3,
sendo, em seguida, centrifugado a 6.000 rpm por 30 min a 4 °C.
Posteriormente, o sobrenadante (extrato aquoso) foi filtrado, para a remogao de
particulas em suspensdo, sendo os residuos descartados. O extrato aquoso
total foi concentrado em evaporador rotativo a 45 °C e, posteriormente, seco
em chapa aquecedora a 45 °C. Apds secagem, as amostras do extrato foliar
foram dissolvidas em agua ultrapura, sendo estas submetidas ao banho-maria

a 60 °C por 12 h, para a dissolugao completa do extrato.

4.3. CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO FOLIAR DE

Mimosa tenuiflora

Para identificar a presenca qualitativa dos diferentes metabdlitos
secundarios no extrato aquoso foliar de M. tenuiflora, foi utilizada a
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). De acordo com a sua polaridade, o
extrato foi solubilizado e uma aliquota foi submetida as analises em placas

pré-elaboradas de CCD (Silicycle TLC — Aluminum F254), contendo 5 cm de
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altura cada. Foi delimitado 1 cm na borda inferior da placa e a amostra foi
aplicada a partir dessa medida. As placas foram eluidas com diferentes
sistemas de solventes (Tabela 3), seguindo a metodologia descrita por Wagner
e Bladt (1996).

Tabela 3: Sistemas efluentes e reveladores utilizados para analise dos metabdlitos

secundarios presentes no extrato aquoso foliar de Mimosa tenuiflora mediante CCD.

CLASSE DE SISTEMA
METABOLITOS SISTEMA ELUENTE REVELADOR
Alcaloides Tolueno: acetato de etila: dietilamina Dragendorff

Antocianinas

Antraquinonas

Compostos fendlicos

Cumarinas

Derivados antracénicos

Ligninas

Mono, sesqui e diterpenos
Naftoquinonas

Saponinas

Taninos condensados

Taninos hidrolisaveis

Triterpenos e esteroides

Xantinas

(70:20:10)

Acetato de etila: acido férmico: acido
acético glacial: agua (100:11:11:26)

Eter de petréleo: acetato de etila: acido
férmico (75:25:1)

Acetato de etila: acido férmico: acido
acético glacial: agua (100:11:11:26)

Tolueno: éter (1:1 saturado com acido
acético 10%)

Acetato de etila: metanol: 4gua
(100:13,5: 10)

Cloroférmio:metanol: agua (70:30:4)

Tolueno: acetato de etila (93:7)

Tolueno: acido férmico (99:1)

Cloroférmio: acido acético: metanol:
agua (64:32:12:8)

Acetato de etila: acido acético glacial:
acido férmico: agua (100:11:11:26)

n-butanol: acetona: tampéao fosfato pH
5,0 (40:50:10) (Xavier,2001)

Tolueno: cloroférmio: etanol (40:40:10)

Acetato de etila: metanol: agua
(100:13,5:10)

Vanilina sulfurica
5-10 min a 100°C

H,SO, etandlico
10%

Folin ciocalteu

Vanilina sulfarica
5-10 min a 100°C

KOH etanolico 10%

Vanilina sulfarica
5-10 min a 100°C

Vanilina sulfurica
5-10 min a 100°C

KOH etandlico 10%

Vanilina sulfarica
5-10 min a 100°C

Vanilina sulfurica
5-10 min a 100°C

Sulfato ferroso
amoniacal (1%)

Liberman-Burchard
5-10 mina 110 °C

Dragendorf
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4.4. AVALIACAO DA CITOGENOTOXICIDADE DO EXTRATO AQUOSO
FOLIAR DE Mimosa tenuiflora

4.4.1. Cultura e manutengao da linhagem celular

Para avaliagdo do potencial citogenotoxico, a linhagem celular L929,
oriundas de fibroblasto de murinho, foram cedidas pelo Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil). As células foram cultivadas em meio de cultura
completo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementados com
Soro Bovino Fetal (SBF) (10%), antibiotico/antimicético [penicilina (100
U/mL)/estreptomicina (100 ug/mL)/amphotericina B (0,25 ug/mL), a 37 °C com
5% de CO, atmosférico. Ao atingir cerca de 100% de confluéncia, as células
foram submetidas ao teste de citotoxicidade do MTT (brometo de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazélio)) e ao CBMN (Ensaio do

Micronucleo com Bloqueio de Citocinese).
4.4.2. Ensaio do MTT

A viabilidade celular foi determinada mediante o teste de MTT,
seguindo o protocolo descrito por Mosmann (1983), com algumas
modificagdes. Células L929 (2x10* células/pogo) foram semeadas em placas
de Elisa com 96 pogos, contendo meio de cultura DMEM (100 pL/pogo) e
incubadas a 37 °C em 5% de CO, atmosférico por 24 h. Em seguida, o extrato
foliar aquoso de M. tenuiflora foi diluido em meio DMEM, filtrado (22 um de
didmetro) e adicionado em cada pogo, obtendo-se as concentragdes finais de
3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800 e 1.600 pg/mL. Triton x-100 1% e
meio de cultura DMEM foram usados como controle positivo (CP) e negativo
(CN), respectivamente.

As placas foram incubadas a 37 °C em 5% de CO, atmosférico por
24 h e, apds esse periodo de exposigao, o volume de 20 pL da solugdo do MTT

(5 mg/mL) (N° CAS 298-931, Sigma) foi adicionado nos pogos e as placas
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foram novamente incubadas a 37 °C por 3 h. Posteriormente, o sobrenadante
foi descartado e os cristais de formazan dissolvidos com 100 yL de DMSO
(dimetilsulfoxido). As absorbéancias foram medidas em espectrofotémetro a 570

nm.

4.4.3. Ensaio do Micronucleo com Bloqueio da Citocinese (CBMN)

A genotoxicidade do extrato aquoso foliar de M. tenuiflora foi
avaliada pelo ensaio de CBMN, de acordo com Melegari et al. (2015), com
algumas adaptacdes. Células L929 (1x10° células/pogo) foram semeadas em
placas com 24 pogos, contendo meio DMEM completo e incubadas a 37 °C em
5 % de CO, atmosférico por 24 h. Decorrido o periodo de estabilizacido, as
células foram expostas as concentracbes do extrato aquoso foliar de M.
tenuiflora (50, 100 e 200 pg/mL, as quais foram selecionadas baseadas no
teste do MTT), ao MMS (metanossulfonato de metila, 2 x 102 M) como controle
positivo (CP) e ao meio de cultura DMEM completo como controle negativo
(CN). As placas foram incubadas a 37 °C em 5% de CO, atmosférico por 24 h.

Apods a exposigao aos tratamentos, o meio de cultura foi descartado
e citocalasina B (14930-96-2, Sigma-Aldrich) diluida em meio DMEM (300
pMg/mL) foi adicionada aos pogos. Apds 28 h de incubacédo, as células foram
fixadas em solugdo fixadora metanol:acido acético (9:1) e as laminas foram
preparadas pelo método de gotejamento, coradas com DAPI:Glicerol (1:1) e
analisadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DFC345 FX e software
Leica LASX.

O experimento foi realizado em triplicada (trés pogos/tratamento).
Para cada tratamento, a réplica técnica consistiu em 1.000 células
binucleadas/lamina, totalizando 3.000 células/pogo e 9.000 células/tratamento.
A quantidade de micronucleos (MN), broto nuclear (N) e ponte
nucleoplasmatica (PN) foi calculada pela divisdo do numero de células
portadoras das alteragdes observadas pelo numero total de células analisadas
em cada tratamento.

Em adig&o, o indice de citotoxicidade por divisdo celular (NCDI) foi
avaliado de acordo com a OECD #487 (2016), usando a férmula (NDCI) = [M1
+ 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)])/N, onde M1-M4 correspondem ao numero de células
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viaveis com 1-4 nucleos, e N, o numero total de células analisadas. A unidade
experimental consiste na média de trés réplicas técnicas por poco (500

células/lamina), totalizando 1500 células/pogo e 4500 células/tratamento.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em ftriplicata. Para avaliacdo da
cito- e genotoxicidade, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk, enquanto a homogeneidade foi testada pelos testes de ANOVA e
de Levene. ApOs esta analise, o teste Kruskal-Wallis (n&o paramétrico) foi
aplicado para avaliar a viabilidade celular e o CBMN, mediante o software
Statistica 8.0 (p < 0,05).

5. RESULTADOS
5.1. CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

A analise qualitativa de metabdlitos secundarios do extrato aquoso
foliar de M. tenuiflora revelou presenca fortemente positiva para antraquinonas,
cumarinas, ligninas, taninos condensados, esteroides e outros triterpenos e
xantinas. Por sua vez, as saponinas e outros compostos fendlicos estédo

presentes moderadamente.

5.2. ANALISE DA CITOTOXICIDADE

O ensaio de MTT revelou auséncia de citotoxicidade para as
concentragbes de 3,12 pug/mL (100,24 %) a 200 pg/mL (79,98 %), quando
comparadas ao CN (100%). Entretanto, as concentragdes de 400 pg/mL (77,47
%), 800 ug/mL (44,96 %) e 1600 pg/mL (19,70%) demonstraram efeito
citotdxico (viabilidade celular abaixo de 80 %), embora apenas a concentragéao

de 1600 pg/mL tenha apresentado diferenca estatistica (p < 0,05) frente ao CN.
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5.3. ANALISE DA GENOTOXICIDADE

O numero médio de MN (micronucleo;11,00), BN (broto nuclear;
15,33) e PN (ponte nucleoplasmatica; 0,33) revelou auséncia de efeito
genotoxico para a menor concentragdo testada (50 ug/mL), quando comparado
ao CN (5,00 MN; 7,67 BN e 1,22 PN) (p<0,05). Entretanto, as concentra¢des
de 200 e 100 pg/mL mostraram genotoxicidade para o valor médio de MN
[24,83 (100 pg/mL) e 48,83 (200 ug/mL)] e de BN [27,00 (100 ug/mL) e 60,33
(200 pg/mL)], quando comparados ao controle negativo (p<0,05) (Figura 4). Em
relagdo ao NCDI, o numero médio de células bi- tri- e tetranucleares né&o
revelou acao citotdxica significativa para as concentragbes testadas, quando
comparado ao controle negativo (p < 0,05) (Tabela 4), ratificando os dados

obtidos pelo ensaio de MTT (Figura 3).
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Figura 3. Viabilidade celular da linhagem L929 exposta a diferentes concentragdes (3,12, 6,25,
12,5, 25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1600 pg/mL) do extrato aquoso foliar de M. tenuiflora
mediante o ensaio de MTT. Os valores correspondem a média da porcentagem de viabilidade
celular. CN (Controle Negativo; meio de cultura DMEM); CP (Controle Positivo; Ttriton-X 100,
1%). *Porcentagem média da viabilidade celular estatisticamente diferente, quando
comparadas com o CN pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

Tabela 4: Numero de alteragdes nucleares individuais e total em células L929 binucleadas apos
exposicao a diferentes concentracbes do extrato aquoso foliar de M. tenuiflora mediante o
ensaio de CBMN.

Alteracoes
(Média * Desvio padrao)
Tratamento o -
(ug/mL) Media Média

(1000 células) (500 células)
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MN BN PN Total NCDI
CN 5,00+ 0,27 7,67+ 0,98 1,22+ 0,68 13,89+ 1,59 1,51+ 0,04
CP 51,83+ 8,18b 36,50+ 1,87b 3,44+ 1,26a 91,78£9,14b 1,53+ 0,03a
200 48,83t 6,61b 60,33+ 3,88b 0,44+ 0,42a 109,61%9,75b 1,49+ 0,022
100 24,83+2,49b 27,00+£5,49b 0,66+0,27a 52,50%7,67b 1,59+ 0,052
50 11,00£1,90a 15,33+1,89a 0,33x0,27a 26,67 +3,60a 1,59+ 0,08a

Legenda: Os valores correspondem a média das alteragdes nucleares em 9.000 células/tratamento e seus respectivos
desvios-padrao (DP). MN (Micronucleos); BN (Brotos nucleares); PN (Pontes nucleoplasmaticas); CN (controle
negativo; meio de cultura DMEM); CP [controle positivo; MMS (2 x 102 M)]; ®Média das alteragdes nucleares
estatisticamente semelhante, quando comparadas com o controle negativo, pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (p < 0,05). ®°Média das alteragdes nucleares estatisticamente diferentes, quando comparadas com o
controle negativo, pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

-
>

D E F

Figura 4. Células L929 expostas a diferentes concentra¢des do extrato foliar de M. tenuiflora

(200; 100 e 50 pg/mL) através do ensaio CBMN. (A) Célula mononucleada; (B) Célula

binucleada; (C) Célula trinucleada; (D) Célula binucleada com micronucleo (seta); (E) Célula
binucleada com com broto nuclear (seta); (F) Célula binucleada ponte nucleoplasmatica (seta).

6. DISCUSSAO

Neste estudo, a anadlise fitoquimica qualitativa do extrato aquoso
foliar de M. tenuiflora, bem como a investigagdo do seu potencial

citogenotdxico frente a linhagem celular L929, sugerem que a jurema preta
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pode ser uma fonte natural terapéutica, sendo o seu uso seguro estabelecido
para concentragées menores de 50 ug/mL.

A avaliacao fitoquimica do extrato em estudo revelou a presenca de
varios metabdlitos secundarios, principalmente de compostos fendlicos como
antraquinonas, cumarinas, ligninas e taninos condensados, de triterpenos como
os esterdides e de compostos nitrogenados como as xantinas. Entretanto,
saponinas e outros compostos fendlicos também foram moderadamente
presentes.

De uma forma geral, esta fitoconstituicdo corrobora com alguns
dados disponiveis na literatura para outras partes vegetais de M. tenuiflora,
bem como para outras espécies pertencentes ao género Mimosa L. Por
exemplo, a presencga de antraquinonas foi notada no extrato bruto da casca do
caule de M. tenuiflora (NEVES, 2012), enquanto que saponinas e outros
triterpenos foram descritos para o extrato metandlico da casca do caule desta
espécie (JIANG et al., 1991). Por sua vez, taninos hidrolisados e condensados,
varias classes de flavonoides, como flavonodis, flavanonas, flavononois e
xantonas, além de esteroides livres e triterpenoides, foram visualizados no
extrato etandlico foliar de M. tenuiflora (BEZERRA et al. 2011). Em se tratando
de outros representantes do género, a presengca de taninos, saponinas,
alcaloides, terpenoides fendis, glicosideos, flavonoides e cumarinas foi descrita
para o extrato metandlico foliar de M. pudica (GANDHIRAJA et al., 2009).

E sabido que a composigéo fitoquimica de extratos vegetais podem
variar de acordo com o tipo de extracdo aplicada (CHAN et al., 2015). Por
exemplo, o extrato etandlico apresenta facilidade de penetrar a membrana
celular das plantas devido sua polaridade, extraindo substéancias intracelulares
de polaridade semelhante, a exemplo dos flavonoides, os quais sao mais
soluveis em solventes polares e diferenciam-se daqueles que ndo possuem
tanta afinidade pelo etanol (TIWARI et al., 2011).

A presenga desses fitoconstituintes e suas interagdes sinergética
e/ou antagébnica influencia diretamente nas propriedades biolégicas descritas
para M. tenuiflora. Em termos terapéuticos, M. tenuiflora destaca-se pela a
agao analgésica, cicatrizante, antioxidante, antimicrobiana, alucinégena e
gastroprotetora (AMARIZ et al., 2022; RODRIGUES, 2018), além de ser usada

no tratamento de lesbes cutaneas e queimaduras (OLIVEIRA, 2011).
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As atividades anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana e
antifangica da jurema preta ja foram relacionadas a presenga de compostos
fendlicos, inclusive taninos; estes compostos se caracterizam, entre outros
fatores, por possuirem alta capacidade de complexacdo com outras
macromoléculas, agindo como camadas protetoras sobre tecidos epiteliais
lesionados (ALMEIDA et al., 2005; MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO,
2005). Esta atuacado justifica a indicagdo da jurema preta na medicina
tradicional para banhos e lavagens contra ulceras externas, queimaduras, acne
e problemas de pele (MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005).

Por outro lado, o potencial embriotoxico, fetotdxico e abortivo
apresentado por M. tenuiflora, levando a malformagdes em bovinos, caprinos e
ovinos, foram relacionadas a presenca de alcaldides nas folhas desse vegetal
(BEZERRA; PINHEIRO; LUCENA, 2021), os quais n&o foram identificados no
presente estudo. Entretanto, alguns autores indicaram a inibicdo da sintese do
DNA como o processo bioquimico inicial das malformagdes congénitas, bem
como afirmaram que a taxa e o tipo de malformagao poderiam se correlacionar
com o grau e duragdo da interferéncia na sintese do DNA (SCOTT, RITTER;
WILSON, 1971), mecanismos de acado isolada ou conjunta dos taninos,
flavondides e triterpenoides.

Em relacdo a citotoxicidade, o extrato aquoso foliar de M. tenuiflora
apresentou diminuicdo na viabilidade celular (menor que 80 %) nas
concentragdes de 400, 800 e 1600 pg/mL, para linhagem celular testada. Este
mesmo intervalo de concentracdes do extrato foliar acido de M. candollei
também foi citotoxico frente as células L929 (MELO, 2022). Por sua vez, o
extrato etandlico de M. candollei apresentou citotoxicidade apenas para a
concentragéo de 1600 ug/mL. Alguns autores atribuem aos terpenos a agao de
diminuir a concentragao de calcio intracelular, inibindo a proteina quinase C e,
consequentemente, ocorre uma redugao da proliferagao celular (DE ANDRADE
PAES et al., 2012; SHEREMET et al., 2012), atividade que poderia justificar a
citotoxicidade das concentragdes elevadas do extrato em avaliagéo.

Além dessa acgao citotoxica, diterpenos, triterpenos, como as
saponinas, flavonoides e ligninas ja foram associados a inibicdo da
topoisomerase I, o que pode levar a aderéncia cromossdémica, devido a

alteragdes em nivel de condensacdo, bem como a erros de segregacgéo
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mitética que resultam em perdas cromossdmicas, promovendo uma agao
genotodxica (ZHENG et al., 2010). Moreira (2016) atribuiu as antraquinonas um
potencial genotéxico devido a capacidade de causar quebras nas fitas de DNA
e danos durante a segregagao cromossOmica, enquanto que De Bona et al.
(2012) associou aos taninos a capacidade de quebrar fitas simples de DNA.
Considerando que esses metabdlitos compdem o extrato aquoso foliar de M.
tenuiflora, sugere-se que 0S mMesMOS possam ser responsaveis pela
genotoxicidade das concentracbes de 100 e 200 pg/mL notada no presente
estudo.

Como os fitoconstituintes atuam promovendo as propriedades
biolégicas e, concomitantemente, podem apresentar acgdes toxicas e
citogenotéxicas em diferentes linhagens celulares, & imprescindivel o
desenvolvimento de estudos cientificos que avaliem o perfil fitoquimico, as
propriedades biologicas e o potencial citogenotéxico de extratos vegetais com
potencial terapéutico, garantindo sua exploragdo pela populacdo de forma
eficaz e indicando concentragdes seguras, reduzindo assim possiveis efeitos

adversos a saude humana.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

e O extrato aquoso foliar de Mimosa tenuiflora apresenta como principais
fitoconstituintes  antraquinonas, cumarinas, ligninas, taninos
condensados, esteroides e outros triterpenos e xantinas. Além das

saponinas e outros compostos fendlicos.

e Auséncia de citotoxicidade é notada para as concentragdes entre 3,12 a

200 ug/mL do extrato aquoso foliar de M. tenuiflora

e A concentragdo de 50 ug/mL do extrato aquoso foliar de M. tenuiflora

apresenta citogenotoxicidade para linhagem celular L929.

e O extrato aquoso foliar de M. tenuiflora apresenta potencial terapéutico e
seus fitoconstituintes podem ser responsaveis pelas diferentes

propriedades biolégicas apresentadas por este recurso vegetal.
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