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RESUMO

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Fabaceae) € uma planta nativa do Nordeste brasileiro,
conhecida popularmente como Jurema Preta. Ela € amplamente utilizada na medicina
popular no tratamento de queimaduras, gastrite, Ulceras da pele e inflamacdes. O
objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antioxidante, antimicrobiana,
gastroprotetora e imunomodulatéria do extrato aquoso de M. tenuiflora como indicativo
da possivel atividade gastroprotetora e cicatrizante da planta. A avaliacao fitoquimica
foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando sistemas e
reveladores especificos e através da dosagem de compostos fendlicos e flavonoides.
O potencial antioxidante in vitro do extrato foi analisado por reducéo de ions metalicos,
no caso, a atividade antioxidante total (ATT), reducé&o do ion férrico (FRAP), sequestro
dos radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS (2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina) -6-sulfonato). A atividade gastroprotetora foi analisada em modelos
ulcerogénicos induzidos por etanol, etanol/HCL, anti-inflamatérios ndo esteoroidais e
acido acético. As respostas imunomodulatdrias foram analisadas pelo ensaio de
citotoxidade, proliferacéo celular e dosagens de citocinas. A prospeccéo fitoquimica
revelou a presenca de flavonoides, taninos hidrolisaveis, proantocianidinas e
leucoantocianidinas. O extrato apresentou atividade antioxidante e antimicrobiana,
bem como atividade gastroprotetora nos modelos estudados. No modelo agudo de
etanol, os resultados expressos em indices de lesdes ulceradas nas doses testadas
correspondeu a: EAMt 50 mg/kg, 63%; EAMt 100 mg/kg, 61% e EAMt 200 mg/kg,
27%. A dose de 200 mg/kg foi escolhida para seguir a avaliacdo da atividade
gastroprotetora. No modelo agudo de Etanol/HCL, o indice de lesado ulcerada foi 51%.
O EAMt também exibiu atividade cicatrizante no modelo ulcerogénico cronico,
apresentando indice de lesao ulcerada de 10%. Nos ensaios imunol6gicos, 0s
resultados mostraram que M. tenuiflora ndo induziu apoptose ou necrose celular e o
EAMt foi capaz de estimular a resposta celular in vitro e in vivo, produzindo citocinas
como IL-10, IL-6, INF-y e TNF-a, caracterizando um perfil anti-inflamatério com carater
de resolucao proé-cicatrizante. Em conclusao, o extrato aquoso das entrecascas de M.
tenuiflora apresentou atividade antioxidante, antimicrobiana, gastroprotetora e
cicatrizante, resultados que indicam a possivel eficacia do uso popular desta espécie
como gastroprotetor e cicatrizante.

Palavras-Chave: Ulcera péptica. Plantas  Medicinais.  Antimicrobianos.
Imunomodulacéo.



ABSTRACT

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Fabaceae) is a plant native to the Brazilian Northeast,
popularly known as Jurema Preta. She is widely used in folk medicine in the treatment
of burns, gastritis, skin ulcers, and inflammation. The aim of this study was to evaluate
the antioxidant, antimicrobial, gastroprotective, and immunomodulatory activity of the
agueous extract of M. tenuiflora as an indicative of the possible gastroprotective and
healing activity of the plant. Phytochemical evaluation was performed by thin-layer
chromatography (TLC) using specific systems and developers, and by the dosage of
phenolic compounds and flavonoids. The in vitro antioxidant potential of the extract
was analyzed by reduction of metal ions, in this case, total antioxidant activity (ATT),
ferric ion reduction (FRAP) radical scavenging of DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilnydrazyl)
and ABTS (2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonate). The gastroprotective
activity was analyzed in ulcerogenic models induced by ethanol, ethanol/HCL, NSAID
and acetic acid. Immunomodulatory responses were analyzed by cytotoxicity, cell
proliferation, and cytokine measurement. Phytochemical screening revealed the
presence of flavonoids, hydrolysable tannins, proanthocyanidins, and
leucoanthocyanidins. The extract presented antioxidant and antimicrobial activities, as
well as gastroprotective activity in the studied models. In the acute ethanol model, the
results expressed as index of ulcer lesions at the doses tested corresponded to: EAMt
50 mg/kg, 63%; EAMt 100 mg/kg, 61 % and EAMt 200 mg/kg, 27%. The dose of 200
mg/kg was chosen to follow the gastroprotective models. In the acute Ethanol/HCL
model, the index of ulcer lesions was 51%. EAMt also showed healing activity in the
chronic ulcerogenic model, presenting an index of ulcer lesions of 10%. In
immunological assays, the results showed that M. tenuiflora did not induce apoptosis
or cell necrosis and EAMt was able to stimulate cellular response in vitro and in vivo,
producing cytokines such as IL-10, IL-6, INF-y and TNF-a, characterizing an anti-
inflammatory profile with a pro-healing resolution character. In conclusion, the agueous
extracts of M. tenuiflora were characterized by antioxidant, antimicrobial,
gastroprotective and healing activity, indicating the potential efficacy of the popular use
of this species as a gastroprotector and wound healer.

Keywords: Peptic Ulcer. Plants Medicinal. Anti-Infective Agents. Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais € uma pratica milenar embasada no conhecimento
empirico de suas propriedades, constituindo um conjunto de saberes e praticas
reconhecidos como parte da medicina tradicional pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS, 2002.). As plantas medicinais sdo consideradas fontes promissoras de
produtos naturais por apresentarem importantes substancias bioativas com potencial
terapéutico (CORADIM; SIMINSKI; REIS, 2011).

O Brasil, devido a seu vasto territério e sua rica biodiversidade apresenta um
amplo potencial medicinal a ser explorado. Em destaque, a regido Nordeste possui
uma forte cultura popular de utilizacdo da plantas medicinais. Entretanto, apesar do
vasto conhecimento sobre essas espécies, apenas um pequeno percentual tem sido
estudadas (RODRIGUES; DI SIMONI, 2010).

A familia Fabaceae, representa a terceira maior familia dentre as
Angiospermas, compreendendo 727 géneros e cerca de 20.000 espécies, com
distribuicdo cosmopolita (LEWIS et al., 2005). O género Mimosa L. constitui o segundo
maior grupo dessa familia, sendo encontrado em florestas, campos, savanas,
caatingas e regides desérticas e amplamente distribuidos na América do Sul (Brasil,
Paraguai, Uruguai e Argentina) e no Centro — Sul do México (LAVIN, 1992).

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir, conhecida popularmente como Jurema Preta, é
uma espécie nativa do Nordeste Brasileiro, tem como dominios fitogeograficos a
Caatinga e o Cerrado, ocorrendo também no México e na Venezuela. Essa espécie é
amplamente utilizada na medicina popular, no tratamento de queimaduras, acnes e
lesBes da pele, além de possuir uma grande capacidade de producdo de estacas e

lenha, fornecendo materiais para construgdes (CRUZ et al., 2016; MAIA, 2004).

Dos estudos realizados com esta espécie, algumas atividades biologicas tém
sido relatadas, atribuindo assim a M. tenuiflora a atividade cicatrizante (RIVERA-
ARCE, 2007), antimicrobiana (VALENCIA-GOMEZ, 2016), anti-inflamatodria
(NASCIMENTO et al.; CRUZ et al., 2016), neutralizante e anti-inflamatdria em modelo
de envenenamento por Tityus serrulatus (BITENCOURT et al., 2014).
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A Ulcera gastrica indica uma &rea de lesdo na mucosa do estdbmago ou duodeno
causada pelo desequilibrio entre fatores protetores e agressores da mucosa. Estas
lesbes sdo resultantes da hipersecrecdo gastrica associada ao desequilibrio
fisioloégico entre hormoénios gastricos, do uso exacerbado de anti-inflamatérios néao-
esteroides, uso abusivo de &lcool, estresse e infeccbes bacterianas. Esse processo
patologico apresenta taxas de incidéncia na populacdo mundial de 0,1 — 0,3 % e de
prevaléncia de 5 — 10 % ao ano. (SCHUBERT, 2014).

Os tratamentos clinicos para a Ulcera gastrica sdo baseados em farmacos
inibidores da bomba de prétons, antagonistas dos receptores H2, antiacidos e
anticolinérgicos. Apesar de sua eficacia comprovada, os farmacos utilizados nesses
tratamentos apresentam altas taxas de recidiva de Ulcera, bem como efeitos colaterais
indesejaveis. Novas buscas para o tratamento dessa patologia tem sido amplamente
estudadas, e neste contexto, as plantas medicinais constituem uma alternativa eficaz,
uma vez que sao portadoras de substancias com propriedades terapéuticas
(ALBUQUERQUE et al., 2014; KANGWAN et al., 2014).

Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar as atividades antioxidante,
antimicrobiana, gastroprotetora e imunomodulatoria do extrato de M. Tenuiflora, a fim
de demonstrar os possiveis beneficios proprocionados por esta espécie no tratamento

de Ulceras gastricas.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Investigar o efeito gastroprotetor e perfil imunomodulador de Mimosa tenuiflora.

2.20bjetivos Especificos

e Coletar e extrair as entrecascas de M. tenuiflora,;

e Realizar a prospeccéo fitoquimica e determinar o teor de compostos
fendlicos e flavonoides dos extrato aquoso de M. tenuiflora;

e Determinar a atividade antioxidante do extrato por diferentes métodos
quimicos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato contra microrganismos
padrdes e isolados clinicos;

e Investigar a atividade gastroprotetora e cicatrizante do extrato em
camundongos por meio de diferentes modelos ulcerogénicos em
camundongos;

e Investigar o efeito imunomodulador do extrato aquoso de M. tenuiflora.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Anatomia Funcional do Estdbmago

O sistema digestorio dispde de estruturas especializadas para desempenhar
diversas funcbes, tais como ingestdo, secrecdo, mistura e propulsdo, digestao,
absorcdo de alimentos e eliminacdo de residuos. Ele é constituido pelo trato
gastrointestinal (TGI) e 6rgdos acessorios da digestao (glandulas salivares, pancreas,
figado e vesicula biliar). O TGI compreende: cavidade oral, faringe, eséfago,
estbmago, intestino delgado e intestino grosso (TORTORA; DERRICKSON, 2014).

O estbmago corresponde a uma porcao dilatada do TGI, com posicao
anatémica disposta inferiormente ao diafragma, situado no epigastrio e no hipocéndrio
esquerdo. Ele é responsavel pelo armazenamento, mistura do alimento com as
secrecdes gastricas (enzimas e hormoénios) e esvaziamento gradativo no intestino
delgado. Em termos anatémicos, é dividido em quatro regifes: a céardia, regiao que
envolve a abertura superior do estbmago; o fundo, situado superior e a esquerda da
cardia; o corpo, correspondente a parte central e o piloro, regido que conecta o
estdmago ao duodeno (SOYBEL, 2005; TORTORA; DERRICKSON, 2014).

A anatomia fisiol6gica da parede do TGl € composta por quatro camadas:
serosa, camada mais externa constituida por células mesoteliais escamosas;
muscular lisa, com uma camada muscular longitudinal externa e uma circular interna;
submucosa, constituida por tecido conjuntivo frouxo com fibrilas de colageno e
elastina e mucosa, camada mais interna composta por epitélio, lamina prépria e
lamina muscular da mucosa (BERNE & LEVY, 2009; SOYBEL, 2005).

As funcdes secretoras do TGl sdo desempenhadas por glandulas secretoras,
que desempenham fungdes primarias, como secrecdo de enzimas digestivas e
secrecdo de muco para lubrificacdo e protecéo de todo o TGlI. Diferentes tipos de
glandulas sintetizam diversos tipos de secrec¢fes ao longo do TGI, como por exemplo
as glandulas mucosas de célula unica (células caliciformes), localizadas na superficie
do epitélio, sdo responsaveis pela secrecdo de muco para lubrificar e proteger as

superficies do TGlI; as glandulas tubulares profundas, responsaveis pela secrecao de
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acido e pepsinogénio no estbmago; e as glandulas complexas — o figado, o pancreas
e as glandulas salivares - que produzem secrec¢0es para emulsificacao dos alimentos
e para digestdo (ISACKSON & ASHLEY, 2011).

As secrecdes glandulares do trato alimentar sdo reguladas por diferentes tipos
de estimulos a estimulacéo epitelial pelo contato direto do alimento com a mucosa,
ativando assim o sistema nervoso entérico; a estimulagdo autbnoma da secre¢éo ou
a estimulacdo pelos hormobnios gastrointestinais, regulando o volume e as
caracteristicas quimicas das secre¢des (SCHUBERT & PEURA, 2008).

A mucosa géstrica possui, além de células secretoras de muco, dois tipos
importantes de glandulas do tipo tubulares, as glandulas oxinticas (parietais) e as
glandulas piléricas. Localizadas na regido do antro e do fundo do estémago, as
glandulas oxinticas sdo formadoras de acido e responsaveis por secretarem acido
cloridrico (HCI), pepsinogénio, fator intrinseco e muco. As glandulas piléricas,
localizadas na regido do antro no estébmago, secretam o horménio gastrina e
principalmente muco para protecdo da mucosa pilérica frente ao acido gastrico
(DEFONESKA & KAUNITZ, 2010).

As glandulas oxinticas sdo compostas por trés tipos de células, as células
mucosas do colon, que secretam muco; as células principais, que secretam
pepsinogénio e as células parietais, que secretam HCI e o fator intrinseco. As
glandulas piléricas sao constituidas basicamente por células mucosas, poucas células
pépticas e pouquissimas células parietais. As células mucosas secretam pequenas
qguantidades de pepsinogénio, e grandes quantidades de muco, auxiliando na
lubrificacdo e protecdo da parede géstrica pelas enzimas digestivas. Além dessas
secrecbes, glandulas piloricas liberam também o horménio gastrina, que atua no
controle da secrecéo gastrica (SCHUBERT; PEURA, 2008).

As células parietais das glandulas oxinticas, quando estimuladas, liberam uma
solucéo acida composta por 160 mmol/L de HCIl a um pH extremamente acido de 0,8.
A secrecao de HCI auxilia a digestdo das proteinas e a absorcao de ferro, calcio e
vitamina B-12, como também previne o0 crescimento excessivo de bactérias e a
infecc@o entérica. A regulacdo do acido é mediada por vias neuronais, hormonais e

paracrinas, a fim de que o equilibrio entre fatores protetores e agressores da mucosa
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seja alcancado. A ativacdo dessas vias pode ocorrer através de estimulos cerebrais
ou estimulos do estdbmago (SCHUBERT, 2014; SCHUBERT & PEURA, 2008).

As células mucosas e pépticas das glandulas géastricas secretam e ativam o
pepsinogénio. Logo quando secretado, o pepsinogénio ndo possui acdo digestiva.
Porém, em contato com o HCI, ele é clivado em pepsina ativada, que atua como
enzima proteolitica em baixo pH. Tanto o HCI, quanto a pepsina sdo altamente
necessarios para digestdo das proteinas no estbmago. O fator intrinseco, secretado
juntamente com o HCL pelas células parietais, é essencial para absorcéo da vitamina
B-12 no ileo (SCHUBERT, 2014).

3.2 Mecanismos Regulatorios da Secrecédo Acida

A secrecdo acida tem como principais mediadores regulatérios, a histamina (via
pardcrina), liberada pelas células semelhantes as enterocromafins (células ECL) e
localizadas na submucosa; a gastrina (via hormonal), liberada pelas células G e
localizadas nas glandulas piléricas no estdbmago distal; e a acetilcolina (ACh) (via
neurécrina), liberada a partir de neurbnios entéricos pdés- ganglionares, como
mostrado na figura 1 (BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO, 2002).

A histamina é uma amina basica formada por descarboxilacdo da L-histidina
pela histidina descarboxilase. Em nivel celular, € encontrada em mastécitos e
basofilos, sendo liberada pelas células ECL das glandulas oxinticas e por mastécitos
da lamina propria. Atuando através de mecanismos paracrinos, quando liberada,
difunde-se pelos espacos intercelulares até alcancarem as células parietais. Esse
mediador atua em receptores acoplados a proteina G, receptores do tipo Hi, Hz, Hz e
Ha4. Quando acoplado aos receptores do tipo Hz, a adenilato ciclase (AC) € estimulada,
aumentando a concentracado intracelular de adenosina 3,5’ monofosfato-ciclico
(AMPc). O AMPc ativa a proteina-quinase dependente de AMPc (PKA), que por sua
vez, fosforila e ativa a H*/K*-ATPase. Essa fosforilacdo permite a saida de H* para o
lume gastrico (BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO, 2002; SCHUBERT, 2014; RANG
& DALE, 2011).
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A gastrina, um horménio secretado pelas células da gastrina (células G) na
regido do antro do estbmago, constitui o principal estimulante da secrecdo &cida
durante a ingestéo das refei¢cdes. Pode ser secretada em duas formas peptidicas uma
forma grande contendo 34 aminoacidos, nomeada G-34, e uma forma menor,
contendo 17 aminoacidos, G-17. Sendo esta Ultima a que ocorre com maior
frequéncia. A medida que as proteinas oriundas dos alimentos atingem a regido do
antro do estdbmago, ocorre a estimulacéo das células G a liberar gastrina no sangue,
para que esta seja transportada para as células ECI do estdbmago, consistindo a
principal via de liberagdo deste horménio. A gastrina tem alta afinidade pelos
receptores de colecistocinina 2 (CCK 2) acoplados a ativacédo da fosfolipase C e a
liberacdo de Ca?* intracelular, presentes nas células ECL. Apds esta ativagdo, o
resultado é a sintese e secrecdo da histamina, que ira agir diretamente nas glandulas
das células oxinticas, estimulando a secrecdo do HCI. Uma via secundéaria para
liberacdo do &cido pela gastrina ocorre através da ativacdo direta da gastrina sobre
as células parietais. Sendo necessario, nesse caso, que as concentracées de AMPc
estejam acima do limiar (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014; SCHUBERT &
PEURA, 2008).

A acetilcolina (ACh) é liberada a partir de neurbnios colinérgicos poés-
ganglionares. Por estimulacdo parassimpatica, estimula a secre¢cdo de HCL pelas
células parietais, secrecdo de muco pelas células da mucosa e de pepsinogénio pelas
células pépticas. A ACh estimula diretamente a célula parietal, ligando-se aos
receptores muscarinicos Ms, 0os quais ativam a fosfolipase C, com subsequente
producéo de trifosfato de inositol (IP3) e liberacdo de Ca?* intracelular, este por sua
vez, estimula as proteinoquinases, que promovem a secre¢ao de HCI a partir de uma
H*/K*-ATPase na superficie celular. Através da ligacdo da ACh aos receptores nas
células ECL, é possivel a estimulacdo e liberagcdo da histamina, resultando na
secrecdo de acido pela H*/K*-ATPase. Indiretamente, a ACh estimula a secrecao de
HCI através da ativagao de receptores M2 e M4 em células D acopladas a inibicdo da
secrecéo de somatostatina (RANG & DALE, 2011; SCHUBERT, 2014; HALL, 2011).



26

Figura 1- Mecanismos regulatérios da secrecéo acida na célula parietal.
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Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014.

3.3 Fatores Protetores da Mucosa Gastrica

A mucosa gastrica precisa manter sua integridade estrutural através de
mecanismos de defesa, para isso, o estbmago desenvolveu diversos mecanismos de
protecédo. Esses mecanismos citoprotetores conferem resisténcia as células gastricas
e limitam o acesso dos agentes agressores as mesmas. Entre os principais agentes
citoprotetores destacam-se, a secre¢cdo de muco, de bicabornato, de &cido, as
prostaglandinas e o 6xido nitrico (BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO, 2002).

Na superficie epitelial da mucosa gastrica existe uma camada protetora de

muco, composta por agua, eletrélitos, glicoproteinas, peptideos e lipideos. Essa
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camada de muco tem a capacidade de permitir o facil deslizamento do alimento pelo
TGI e de evitar danos escoriativos ou quimicos ao epitélio, mais também atua como
barreira de difusdo do acido, pepsina, varios medicamentos e algumas
macromoléculas. O muco é levemente diferente nas varias regides do TGI, porém as
caracteristicas de lubrificacdo e protecdo sdo mantidas nas diferentes regifes. Ele tem
como principais caracteristicas a capacidade de aderéncia ao alimento ou a outras
particulas, formando um filme sobre as superficies; a consisténcia para revestir a
parede do TGI, evitando o contato direto de particulas com a mucosa; a baixa
resisténcia ao deslizamento de particulas pelo epitélio; a alta resisténcia a digestao
pelas enzimas gastrointestinais; suas glicoproteinas sdo capazes de tamponar
pequenas quantidades de acidos ou bases e muitas vezes, 0 muco contém
guantidades moderadas de ions bicarbonato para neutralizacdo dos acidos.
Formando assim, um importante agente citoprotetor da mucosa (AASE, 1989; ALLEN;
FLEMSTROM, 2005).

O ion bicarbonato (HCOs3 ") é secretado a partir do epitélio na superficie da
mucosa gastrica. Com fungéo de neutralizar os ions H* que se difundem na superficie
da mucosa, evitando danos ao epitélio, o HCOs " tem sua secrec¢éo estimulada quando
a concentracdo de acido na mucosa € superior em relacdo ao lume gastrico. Na
mucosa duodenal, a secrecdo de bicarbonato é realizada pelas células de Brunner,
sendo o peptideo intestinal de vasoativo (VIP) um importante estimulante de secrecao
de bicarbonato no duodeno. A mucosa gastrica se torna vulneravel ao acido, caso a
disponibilidade de HCOs - esteja diminuida (WALLACE; GRANGER, 1996; FONESKA
& KAUNITZ, 2010).

A microcirculagdo da mucosa gastrica é essencial para entrega de oxigénio e
nutrientes e para remocao de substancias toxicas. O fluxo sanguineo da mucosa tem
um aumento acentuado e rapido, quando a mucosa gastrica é exposta a algum agente
irritante, ou quando ocorre difusdo acida. Os micro vasos sao revestidos por células
endoteliais, as quais fornecem potentes vasodilatadores como o 6xido nitrico (NO) e
as prostaglandinas (PGlI2), dois principais mediadores locais com fungéo protetora em
diversas condic¢des fisiopatoldgicas, responsaveis por manter a viabilidade das células
endoteliais e evitar a adesao de plaquetas e leucdcitos, evitando o comprometimento
da microcirculagao (LAINE; TAKEUCHI & TARNAWSKI, 2008).
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As prostaglandinas (PGs) sdo derivados de &cidos graxos, produzidas pela
maioria das células do TGI. Exercem efeitos citoprotetores das mais diversas fungdes
gastricas, tais como o aumento da secrecao de bicarbonato, aumento da liberacao de
mucina protetora, reducdo da producdo de acido gastrico e prevencdo da
vasoconstricdo que ocorre apos o estimulo agressivo. As PGs séo sintetizadas nas
células a partir da ativacdo da fosfolipase Az (PLA 2) e da liberacdo de &cido
araquidénico (AA), o qual sera convertido em PGs pelas enzimas ciclo-oxigenases.
Formando assim as PGs de série 2: PGE2, PGD2, PGl2, PGF2a e tromboxano A2
(TXAz2). PGE:2 inibe a acéo linfocitéaria e de outras células que participam de respostas
alérgicas e inflamatérias, além de promover a vasodilatacdo; (Prostaciclina) PGl2 é
predominante no endotélio vascular, atuando como vasodilatador e inibidor da
adesividade plaquetéria, sendo importante mecanismo de defesa da mucosa gastrica.
As funcbes desempenhadas pelas PGs sao impedidas quando a atividade da COX-1,
sua precursora, € inibida. Os AINES constituem uma das principais causas de inibi¢cao
da COX-1, sendo responsaveis pelo dano microvascular na mucosa gatrica,
resultando no surgimento de Ulceras.Ja o TXAzatua como vasoconstrictor e agregador
plaguetario, participando na regulacdo do fluxo sanguineo local. A ativacao de PLA2,
para liberacdo de AA a partir de fosfolipidios de membrana, depende de estimulos
fisiologicos e patoldgicos (DEY; LEJEUNE & CHADEE, 2006; FONESKA & KAUNITZ,
2010).

O 6xido nitrico (NO) é sintetizado por uma reacdo enzimatica entre 0 Oz e a L-
arginina, catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), dentro da célula epitelial,
em resposta a ativacdo de receptores colinérgicos. Ele desempenha um papel
fundamental na modulacéo de varios componentes de defesa na mucosa gastrica, tais
como a secrecdo de muco, o aumento do fluxo sanguineo e na resisténcia da mucosa
a elementos agressores. O NO possui a capacidade de contrariar os efeitos nocivos
da inibicdo da sintese de PGs, pois atuam como excelentes inibidores na
ativacdo/adesdo de neutréfilos no endotélio vascular gastrico e aumento do fluxo
sanguineo mucoso. O aumento do fluxo sanguineo, promovido pelo NO, viabiliza a
vasodilatacdo na mucosa géstrica, acelerando a retirada de ions H* nocivos, como
também, aumenta o aporte de nutrientes para a mucosa (WALLACE & MILLER, 2000;
BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO, 2002).



29

3.4 Ulcera Péptica

Ulcera péptica € o termo utilizado para indicar uma area de lesdo da mucosa
do estdmago ou duodeno proximal causada pelo desequilibrio entre fatores protetores
da mucosa (bicarbonato, mucina, PGs, NO e outros peptideos e fatores de
crescimento) e fatores agressores da mucosa (acido e pepsina). Estas lesbes sao
resultantes da hipersecrecdo gastrica associada ao desequilibrio fisiologico entre
hormonios gastricos, como a gastrina e a somatostatina. Tais lesées podem ocasionar
perda do tecido mucoso local, dando origem a areas mais profundas na mucosa,
denominadas feridas (LANAS & CHAN, 2017).

Diversos fatores estdo relacionados ao surgimento da Ulcera péptica, desde
alteracdes fisiolégicas a infeccdo por microorganismos. A hipersensibilidade
colinérgica e a prevaléncia parassimpatica estao relacionadas a estimulacdo do acido
cloridrico e da pepsina, que atuam como cofatores no desenvolvimento da Ulcera
péptica por conta de suas propriedades digestivas na barreira gastroduodenal. Dentre
as causas mais comuns se destaca a infeccdo por Helicobacter pylori e o uso
indiscriminado de AINEs, além de outros fatores como o tabagismo, estresse
fisiolégico, corticosteroides, idade, uso demasiado de 4&lcool, anticoagulantes,
guimioterapicos e habitos alimentares (YUAN; PADOL & HUNT, 2006).

A taxa de incidéncia da Ulcera péptica na populacdo mundial é de 0,1 — 0,3 %
por ano, e a de prevaléncia de 5 — 10 % ao ano. Esses taxas tem diminuido em todo
mundo, principalmente em paises de alto desenvolvimento, e acredita-se que a
reducdo desses numeros seja resultado da introducdo de novas terapias para o
tratamento dessa patologia. A reducéo das complicagBes da Ulcera péptica pode estar
relacionada ao uso mais racional dos AINES e ao uso generalizado de medicamentos
anti-secretores em todo o mundo. Essas taxas, de incidéncia e prevaléncia, exigem a
busca por novos tratamentos que atinjam o alivio dos sintomas com o minimo de
efeitos colaterais possiveis (LANAS; CHAN, 2017).

H. pylori, bactéria gram-negativa, atua infectando a mucosa do estbmago

provocando patologias de gravidade variavel, tais como gastrite, Ulceras pépticas e
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cancer de estbmago. Este tipo de infecgdo é um dos mais comuns em todo o mundo,
e nos paises desenvolvidos, a prevaléncia de H. pylori diminuiu devido a melhoria da
higiene e reducao da transmisséo na primeira infancia. A infeccao por H. pylori danifica
o sistema de defesa da mucosa, causando reducdo na espessura da camada de
muco, diminuindo o fluxo sanguineo e interagindo com o epitélio gastrico em todas as
fases da infeccéo. As cepas de H. pylori produzem e liberam enzimas digestivas que
tornam liquida a barreira mucosa, o que permite que as secrecdes gastricas realizem
a degradacédo das células epiteliais. Em contra partida, a producdo de ureia pelo
organismo propicia um ambiente alcalino no estémago, tornando-o propicio para a
permanéncia da bactéria sob a barreira mucosa. A expressao de adesinas pelo
organismo também facilita a ligacdo das bactérias ao epitélio gastrico, tais como a
adesina de antigeno do grupo sanguineo (BabA) e a adesina de proteina inflamatoria
externa (OipA) (YUAN; PADOL & HUNT, 2006; LANAS; CHAN, 2017; BARBOSA;
SCHINONNI, 2011).

Os AINES, séo &cidos organicos fracos com propriedades anti-inflamatérias,
antipiréticas e analgésicas combinadas. O mecanismo de acdo destes farmacos
ocorre por via sistémica; consistindo principalmente na supressao da sintese de PGs
pela mucosa através da inibicdo especifica da ciclo-oxigenase-1 (COX-1), sobretudo
PGE2 e PGIl2. A sintese de PGs ocorre por meio da COX -1, expressa
constitutivamente no TGI, a fim de manter a integridade da mucosa através da geracao
continua das PGs; e da COX- 2, que pode ser induzida apés certos estimulos
fisiopatoldgicos. Os AINES suprimem a expressdo de COX-1 e COX-2, reduzindo
assim a expressao de PGs na mucosa, causando diminui¢do na secre¢ao de muco e
bicarbonato, inibicdo da proliferacéo celular, diminui¢céo do fluxo sanguineo mucoso e
acumulacédo de leucdcitos, fatores que contribuem para a danificacdo da mucosa
(GOODMAN & GILMAN, 2012; LANAS; CHAN, 2017). Em conjunto, a inibicdo da
formacdo de PGs resulta em um aumento rapido e significativo de neutrofilos
aderentes ao endotélio vascular. Essa adesao causa estase microvascular e lesiona
a mucosa através de isquemia e liberacdo de radicais livres. Além da inibicdo das
PGs, os AINES alteram a hidrofobicidade da membrana da mucosa gastrica ao
interagir quimicamente com os fosfolipidios. Através da formacao de poros interferem

na fluidez e espessura da membrana, permitindo que ocorra a retrodifuséo de ions H*
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sobre as células mucosas, causando morte celular e desenvolvimento de Ulceras
gastricas (HALTER; TARNAWSKI, 2001).

3.5 Terapéutica da Ulcera Gastrica

A abordagem terapéutica consiste no desenvolvimento de agentes capazes de
reduzir a acidez géstrica. Os agentes disponiveis agrupam-se em farmacos
antiacidos, anticolinérgicos, antagonistas dos receptores Hz para histamina e os
inibidores da bomba de protons (JAIN et al., 2007).

Os antagonistas dos receptores Hz bloqueiam de modo reversivel e competitivo
a ligacao da histamina aos seus respectivos receptores na membrana basolateral da
célula parietal, obtendo assim a supressao da secrecdo gastrica de acido. Existem
quatro principais antagonistas: cimetidina, ranitidina, nizatidina e famotidina, que
inibem parcialmente a secrecdo de acido estimulada pela gastrina, apresentam
efichcia maxima no periodo noturno, quando a secrec¢ao intragastrica acida basal é
mais acentuada. Esses farmacos sao rapidamente absorvidos pelo intestino delgado
e sdo eliminados tanto por excre¢do renal quanto pelo metabolismo hepéatico (FOX,
MUNIRAJ, 2016; HUANG, HUNT, 2001).

Os inibidores da bomba de prétons sao considerados 0s agentes terapéuticos
mais eficazes no tratamento de Ulceras pépticas. Tem como principal mecanismo a
inibicao irreversivel da etapa final da secrecdo acida através da bomba H*/K*-ATPase.
Os principais representantes dessa classe de farmacos sdo o omeprazol, lanzoprazol,
pantoprazol, e esomeprazol, que possuem eficacia terapéutica superior aos
antagonistas dos receptores Hz e aos antiacidos, mostrando uma taxa de cicatrizagéo
de ulcera péptica significativamente mais rapida em relacdo aos outros agentes
terapéuticos. Essa acentuada atividade cicatrizante dos inibidores da bomba de
protons é atribuida & diminuicdo da producdo de pepsina e reducdo do volume de
secrecdo, aumentando assim o pH intragastrico. O tratamento da infec¢cdo por H.
pylori geralmente inclui uma associagéo entre um inibidor da bomba de protons com
antibiéticos (FOX; MUNIRAJ, 2016; HUANG; HUNT, 2001; O’'NEIL; LEONARD, 2011).
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Os antiacidos sdo bases fracas que interagem com o acido cloridrico,
neutralizando o &cido gastrico, e fornecendo o alivio imediato a curto prazo dos
sintomas. No entanto, esse alivio é temporario, tornando os antiacidos uma terapia
definitiva ndo recomendada. Hidroxido de aluminio, hidroxido de magnésio, carbonato
de sddio e carbonato de calcio sdo os representantes dessa classe (FOX; MUNIRAJ,
2016; O'NEIL; LEONARD, 2011).

Os anticolinérgicos, atraves da inibicdo da acdo da acetilcolina, bloqueiam os
receptores dos ganglios intramurais da parede do estbmago, promovendo o alivio da
dor e a motilidade duodenal, através do bloqueio dos receprores dos ganglios
intramurais da parede gastrica. Eles compoem uma das classes de agentes
terapéuticos menos utilizados, pois as doses necessarias para produzir os efeitos
esperados sao geralmente associadas a efeitos colaterais bem pronunciados
(HUANG, HUNT, 2001).

Misoprostol € um agente gastroprotetor utilizado simultaneamente durante o
uso crénico de AINES, sendo um anélogo de prostaglandina aprovado para prevencao
da ulcera induzida por AINE. Possui uma maior eficdcia quando comparado aos
antagonistas dos receptores Hz na prevencao da Ulcera géastrica (FOX, MUNIRAJ,
2016; YUAN & HUNT, 2006).

Além da terapéutica convencional através da utilizagdo de medicamentos
alopéticos, destaca-se também o uso de fitoterapicos no tratamento dessa patologia.
Na relacéo dos fitoterapicos, ofertados pelo SUS e disponiveis no mercado, existem
dois que sédo utilizados na terapéutica da Ulcera gastrica, como Maytenus ilicifolia
(Schrad.) (Celastraceae) e Cynara scolymus L. (Asteraceae). Estudos com M. ilicifolia,
a espinheira-santa, mostra sua eficiente atividade gastroprotetora, animutagénica
(TABACH et al., 2017), anti-inflamatdria (JORGE et al., 2004), e antioxidante (NEGRI
et al., 2009). C. scolymus, a alcachofra, além de possuir atividade gastroprotetora,
apresenta um bom potencial antioxidante (KOLLIA et al., 2016), anti-inflamatorio
(SALEM et al., 2017) e hepatoprotetor (COLAK et al., 2016), ambas séo indicadas

para o tratamento de gastrite e Ulcera duodenal (BRASIL, 2012).
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3.6 Plantas Medicinais

Utilizadas na busca pelo alivio de sintomas ou cura de doencas, as plantas
medicinais constiui uma das formas primordiais de utilizagdo dos recursos naturais. A
utilizacdo desses recursos para fins medicinais € resultante do acumulo de
conhecimentos empiricos de diversas civilizacdes orientais e ocidentais. Apesar dos
avancos tecnoldgicos na medicina moderna, as plantas medicinais desempenham um
papel fundamental na satde mundial (VEIGA JUNIOR; MELLO, 2008). As plantas
utilizadas como medicinais sdo aquelas que possuem ac¢do farmacologica e principios
ativos conhecidos, constituindo uma fonte de matéria-prima para a industria
farmacéutica (OMS, 2003; ABUJAIR et al., 2007). Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) de 65 a 80% da populacdo mundial, possuem alta confiabilidade nos
produtos a base de plantas medicinais para o tratamento de suas doencas, utilizando
desses recursos com base na medicina tradicional (RAHMAN & SINGHAL, 2002).

O Brasil é considerado um dos paises com maiores perspectivas para a
exploracdo econdmica da biodiversidade do planeta. Apresentando o maior nimero
de espécies animais e vegetais do mundo, sendo estimado que aporta de 15% a 20%
da biodiversidade mundial. Tem sido relatado que 20% da populacdo brasileira
consomem 63% dos medicamentos alopaticos, os demais encontra nos recursos
naturais, especialmente as plantas, uma fonte alternativa de medicacdo. Diante de
toda diversidade que o pais aporta, medidas tomadas pelo Ministério da Saude visam
assegurar e incentivar a utilizacio desses recursos naturais, através do Sistema Unico
de Saude (SUS), é disponibilizado plantas medicinais e fitoterapicos como opcdes
terapéuticas (ATANASOQV, et al., 2015; BRASIL, 2010; FOGLIO et al., 2006).

Através da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e
da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), as plantas
medicinais e os fitoterapicos foram institucionalizados no Sistema Unico de Saude
(SUS), tratando-se de uma terapéutica determinada pelo uso de plantas medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas. Essa pratica vem incentivar o

desenvolvimento comunitério, a solidariedade e a participacéo social (BRASIL, 2012).
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O interesse pela identificagéo de substancias procedentes de produtos naturais
com potencial antiulcerogénico ou gastroprotetor tem aumentado significativamente,
devido a perspectiva da eficacia destas substancias apresentarem semelhanca a
eficacia dos medicamentos ja utilizados, como também por apresentar éxito na

prevencéao de reincidéncia da mesma (KANGWAN et al., 2014).

Nas ultimas décadas tem-se observado um crescente interesse na utilizacdo
das plantas medicinais para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
Diversos medicamentos foram desenvolvidos embasados nas propriedades de
plantas medicinais, como atividades antiulcerogénicas e gastroprotetoras, atribuidas
principalmente a presenca de metabdlitos secundarios, como os terpenos, alcaloides
e compostos polifendlicos, como por exemplo, Melastoma malabathricum (SUHAIMY
etal., 2017), Virola oleifera (PEREIRA, et al., 2016), Terminalia coriacea (Roxb.) Wight
& Arn (KHAN; NAZAN; JAIS, 2017), Croton rhamnifolioides (VIDAL, et al., 2017),
Caryocar coriaceum (LACERDA NETO, et al., 2016). Dentre as inumeras espécies
vegetais distribuidas na flora brasileira, cerca de 28.000 ja foram estudadas em busca
de compostos bioativos para avaliacdo de suas propriedades medicinias. Estas
espécies distribuem-se em grandes familias de interesse medicinal (HEINZMANN;
BARROS, 2010)

3.6.1 Familia Fabaceae

Fabaceae (Leguminosae) € considerada a terceira maior familia dentre as
Angiospermas, compreende 946 géneros e com mais de 24.000 espécies aceitas,
com distribuicdo cosmopolita (The Plant List, 2013). No Brasil, é considerada a maior
familia, com 222 géneros e mais de 2.800 espécies aceitas, sendo representada em
todos os biomas brasileiros (Flora do Brasil, 2020, em constru¢cdo). No bioma da
caatinga ocorrem 619 espécies, constituindo um terco da riqueza do bioma
(QUEIROZ, 2009; ANDRADE; MIOTTO; SANTOS, 2009; Flora do Brasil, 2020, em
construcdo). Predominam na maioria dos tipos de vegetacao distribuidos por regides

temperadas e tropicais. Esta familia inclui grande niumero de espécies obtidas para
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consumo humano e animal, como também o6leos, fibras, combustiveis, fertilizantes,

madeira, medicamentos, produtos quimicos e de horticultura (LEWIS et al., 2005).

Pertencente & ordem Rosales, a familia Fabaceae é dividida em trés
subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae. No geral, sdo plantas
de habito bastante variavel, do tipo ervas, arbustos, trepadeiras até grandes arvores.
Mimosoideae é a menor dentre as trés, compreendendo 77 géneros e 3.000 espécies,
na sua maioria se apresentam nas formas de arvores e arbustos tropicais e
subtropicais. Na subfamilia Caesalpinioideae, predominam &rvores, arbustos e ervas.
Abrangem em torno de 3.000 espécies distribuidas em cerca de 170 géneros.
Papilionoideae estdo representadas por 467 géneros e 14.000 espécies, sendo
arvores, arbustos, ervas anuais ou perenes e trepadeiras (LEWIS et al., 2005; REIS;
MIOTTO; BORTOLUZZI, 2006).

A presenca de diferentes metabdlicos secundarios atribuem as espécies
representantes dessa familia diferentes atividades como analgésica e anti-inflamatoria
(HOSSAIN, 2017), antioxidante (SOLOMON, 2016), antimicrobiana e analgésica
(GUPTA,; SINGH, 2017), contribuindo para a consolidacdo do uso medicinal popular
de plantas pertencentes a esta familia.

3.6.2 Género Mimosa

Mimosa L. constitui o segundo maior género da subfamilia Mimosoideae, com
mais de 700 espécies aceitas (The Plant List, 2013), as quais podem ser encontradas
em florestas, campos, savanas, caatingas e regides desérticas, sendo encontradas
na América do Sul (Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina) e no Centro — Sul do México
(LAVIN, 1992). No Brasil existem cerca de 360 espécies aceitas, destas 56 ocorrem

na caatinga (Flora do Brasil, 2020, em construcao)

O género € caracterizado principalmente pelo fruto do tipo craspédio
apresentando margens persistentes, com valvas inteiras ou segmentadas em articulos
monospérmicos. As flores sdo isostémones ou diplostémones, com anteras sem
glandulas apicais, auxiliando na diferenciagdo de Mimosa com outros géneros como

Anadenanthera Speg., Parapiptadenia Brenan., Plathymenia Benth., Piptadenia
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Benth., Prosopis L. e Pseudopiptadenia Rauschert (QUEIROZ, 2009). As espécies
deste género apresentam estruturas vegetais do tipo arvores, arbustos, trepadeiras
ou ervas, inermes ou armadas de aculeos ou espinhos. Folhas bipinadas,

inflorescéncias glomeruliformes e flores pequenas (SILVA; SALES, 2008).

Varias espécies desse género ocorrem em locais estressantes, como margens
de estradas e de rios. Essa ocorréncia € possivel por conta do seu rapido crescimento
e sua alta capacidade de regeneracao vegetativa. Além disso, contribuem também
para manutencédo do ecossistema, e promovem o enriquecimento do solo, evitando
sua erosdo. Sendo assim, sdo importantes para restauracdo de areas degradadas
(DOURADO et al, 2013).

Estudos com diversas espécies desse género demonstram a amplitude de
bioatividades atribuidas aos metabdlitos secundarios presentes. Mimosa pudica L.
apresenta atividade antidepressiva (PATRO; BHATTAMISRA; MOHANTY, 2016),
Mimosa verrucosa, rica em flavonoides bioativos, alcaloides e saponinas, possui
atividade antioxidante (ROMANOSKI; SANTOS, 2017), Mimosa scabrella demonstrou
atividade frente & modelo de atividade anti-inflamatéria tépica, com expressiva
reducdo do edema (BORSATO et al., 2014). Estudos etnobotanicos tem ressaltado os
usos medicinais populares de espécies do género Mimosa, sendo principalmente
utilizada para inflamacao (Mimosa tenuiflora Poir. e Mimosa caesalpinifolia Benth.)
(CARTAXO, et al., 2010), gastrite (Mimosa verrucosa Benth.), asma (Mimosa arenosa
Willd. Poir), bronquite (Mimosa ophtalmocentra Mart.) (ALBUQUERQUE et al., 2007),
como sedativo e contra diarreia (Mimosa acutistipula (Mart.) Benth.), e como diurético
(Mimosa candollei R.Grether) (AGRA et al., 2008)

3.6.3 Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., € uma planta de porte arbustisvo ou arboreo,
podendo variar de 4 a 7 metros de altura. O caule é reto ou levemente inclinado, com
muitas ramificagdes e conta com a presencga de aculeos esparsos. Possuem ramos
verdes, as folhas sdo viscosas (pegajosas) por conta da presenca de glandulas. A

casca do caule é marrom, rugosa e se desprende do tronco. As folhas sdo bipinadas;
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os foliolos sao brilhantes, sem pélos e ndo sao quebradicos. As flores sdo alvas e
pequenas, reunidas em inflorescéncias do tipo espiga; a cor pode variar de branca a
creme. O fruto do tipo craspédio, € quebradico quando esta maduro. As sementes sao
ovoides e de cor castanha a marrom. O periodo de floracdo ocorre de novembro a
fevereiro e a frutificacdo de margco a maio. A planta permanece coberta com suas
folhas durante todo ano (COSTA et al., 2012).

Planta nativa do Nordeste brasileiro, M. tenuiflora, conhecida popularmente
como Jurema Preta, tem como dominios fitogeograficos a Caatinga e o cerrado, sendo
sua melhor forma de multiplicacdo o método a propagacdo por muda (DUTRA;
MORIM, 2014). Seu cultivo é direcionado para ser utilizada como forrageio (CALDAS;
BORGES; MEIRA, 2006), para manutengédo da biodiversidade e funcionamento do
ecossistema, pois age na melhoria da qualidade do solo e séo resistentes a
alagamentos periddicos. Além disso, séo utilizadas para reflorestamento de areas
ciliares (CNIP, 2014).

Figura 2. Especime de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Fabaeceae)

Foto: APNE/CNIP

Sendo amplamente utilizada na medicina popular no tratamento de
qgueimaduras, acnes e lesdes da pele, a jurema-preta € considerada como uma boa
opcédo para o semiarido nordestino, pois além da adaptacéo as condicfes climaticas
adversas, apresenta alta capacidade de se renovar apés o pastejo (MAIA, 2004). No
extrato de acetato de etila das casca de M. tenuiflora, foi constatada a presenca de
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substancias fendlicas como taninos e flavonoides, conferindo-lhe atividade

antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante (ALMEIDA, et al., 2005).

Levantamentos etnobotanicos demonstraram que a populagao utiliza, em larga
escala, a decocc¢do das cascas do caule de M. tenuiflora, no tratamento de Ulceras
externas, bronquite e tosse (AGRA, et al., 2008) na inflamacdo dentaria, como
antisséptico e inflamacgé&o no geral (CARTAXO et al., 2010). O cha frio das cascas do
caule, utilizado para ferimentos na pele, psoriase e sarna (PEREIRA JUNIOR, et al,
2014), a decocgédo das folhas para banhos e lavagens no tratamento de Ulceras

externas, bronquite e tosse (AGRA, et al., 2008).

Algumas bioatividades de M. tenuiflora tem sido comprovadas a partir de
estudos cientificos. A atividade cicatrizante (RIVERA-ARCE, 2007), filmes de
quitosana aprimorados com o cortex M. Tenuiflora atuam no reparo tecidual
(VALENCIA-GOMEZ, 2016), efeito teratogénico das sementes (MEDEIROS, 2008),
atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria (NASCIMENTO, et al.; 2016 CRUZ, et al.,
2016), efeito neutralizante e anti-inflamatério em modelo de envenenamento por
Tityus serrulatus (BITENCOURT et al.,, 2014). Por suas atividades biologicas
comprovadas nos estudos descritos, com énfase nas propriedades anti-inflamatorias
desta espécie vegetal, buscou-se analisar o efeito de M. tenuiflora no tratamento de
Ulcera géstrica, visto que essa patologia desencandeia nha mucosa gastrica um

processo inflamatério.

3.7 Citocinas e Oxido Nitrico no Processo de Cicatrizacdo da Ulcera
Gastrica

A cicatrizacao de feridas € um processo complexo e multifatorial, caracterizado
pela eliminacdo do agente agressor, pela irrigacdo, nutricdo e oxigenacao do tecido
lesionado. Esse processo € resultante das interacdes celulares locais que ocorrem na
epiderme, na derme e na matriz extracelular, como também da resposta sistémica
regulada, incluindo a imunidade celular, a imunidade humoral e a cascata de
coagulacédo (EFRON; MOLDAWER, 2004).
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O processo de cicatrizagdo € composto por trés fases, tais como a inflamatoria,
a proliferativa e a de maturagéo. A fase inflamatodria é caracterizada pelo combate dos
agentes agressores, atraves da acao dos neutroéfilos, e pela acdo dos macréfagos. Na
fase proliferativa, ocorre a reconstituicAo dos vasos sanguineos e linfaticos e
constante migracéo celular, onde os fibroblastos originam tecido de granulacdo no
local da leséo. Por fim, na maturacédo, ocorre a remodelacdo e reorganizacdo do
colageno, diminuicdo do numero de fibroblastos e macréfagos, e aumento do nimero
de colageno. Esta fase re-epiteliza a ferida e permite seu fechamento. (ROBBINS et
al., 2005).

Todo esse processo de cicatrizacdo € determinado pela acdo de moléculas
comunicantes, conhecidas como citocinas e fatores de crescimento, as quais
concedem diversos sinais moleculares e celulares necessarios para o0
desenvolvimento do processo de cicatrizacdo. As citocinas sdo polipeptidios
produzidos em resposta a presenca de microrganismos e outros antigenos,
responsaveis por mediar e regular reagfes imunoldgicas e inflamatorias. Os fatores
de crescimento sdo mediadores de peptideos envolvidos na proliferagdo celular,
ciclagem celular e apoptose, podendo desempenhar o papel das citocinas, e 0 mesmo
acontece com as citocinas, que podem ter propriedades dos fatores de crescimento
(EFRON; MOLDAWER, 2004).

As citocinas desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da
inflamacdo da mucosa gastrica, podem ter propriedades anti-inflamatorias, pro-
inflamatorias e imunossupressoras. Uma resposta inflamatoria apropriada depende do
controle do perfil pro-inflamatoério (Thl) e anti-inflamatério (Th2) promovido por
diferentes familias de citocinas (MANJULA et al., 2006).

As respostas imunes e proliferativas mediadas por citocinas especificas, em
que as células Thl produzem IL-2, IL-6 e IFN-y e as células Th2 liberam IL-4, -5, -10
e -13 (MELO et al., 2010). As citocinas anti-inflamatoérias, induzem a sintese de PGE2
por células musculares lisas e fibroblastos, podem anular o processo inflamatério
através da inibicdo da migracao de neutrofilos pelo TNF-a e suprimir a proliferagéao de
linfocitos pelo TGF -, atuando como inibidoras eficazes da secrecao de acido gastrico
in vivo (LEHMANN; STALDER, 1998). As citocinas pro-inflamatorias regulam a

expressao das moléculas de adesdo em células endoteliais e recrutam leucocitos. A
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interleucina (IL-6) produzida por células linfoides ativadas e uma variedade de células
ndo-linfoides, esta envolvida na regulacdo da hematopoese, respostas imunes e
reacoes de fase aguda. O IFN-y secretado por células T ativadas do subconjunto e
células natural killer (NK) regula a defesa do hospedeiro, a inflamacdo e
autoimunidade e estimula a producéo de NO. No processo de desenvolvimento da
Ulcera géstrica, as citocinas pro-inflamatorias, atuam recrutando neutrofilos, linfocitos
e macroéfagos para o local lesionado, dando inicio a uma resposta inflamatéria aguda
(WANG et al., 2016). A IL-10, citocina imunorreguladora, influencia na resposta imune
inata e adaptativa e promovem ainda a ativagao e diferenciacéo de linfécitos T CD4+
em células Th1l7, importante nas rea¢des autoimunes. Na mucosa gastrica, a IL-10
limita os danos causados pela inflamacéo da leséo, através da reducédo na producao
de moléculas pro-inflamatérias (EAMLAMNAM, et al., 2006; MELO et al., 2011).

A infeccgédo por H. pylori e o uso indiscriminado de AINES constituem as causas
mais comuns da etiologia das Ulceras gastricas. Essas causas sdo responsaveis pela
infiltracdo de neutrofilos na mucosa géastrica, através da inducdo de respostas
inflamatérias mediadas por citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF-a), as
interleucinas (ILs), e as moléculas de adesdo. Seguido dessa infiltracdo, ocorre a
liberacdo de metabdlitos téxicos e enzimas lisossdmicas, 0s quais serao responsaveis
pelo dano tecidual local na Ulcera péptica. Além da secrecdo aumentada de gastrina
por conta da infeccdo por H. pylori, citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-2 e INF-y
também estimulam o aumento da secrecdo &cida na mucosa gastrica através da
estimulacao das células G em liberar gastrina (LEHMANN; STALDER, 1998).

A mucosa gastrica inflamada ativa o sistema imune, especialmente através de
macrofagos, que liberam uma série de mediadores proé-inflamatérios, as moléculas de
adesdo em células endoteliais promovem o rolamento, adeséo e transmigracao de
leucdcitos em areas inflamadas gastricas. O aumento na producédo de citocinas como
TNF, a IFN-y e interleucinas (IL-6 e IL-1), e também do 6xido nitrico (NO), exercem
funcdes regulatorias a fim de restaurar a homeostase da mucosa gastrica. A
fagocitose desenvolvida pelos macréfagos compde o inicio do conjunto das atividades
bioldgicas de toda a resposta imunologica e da resposta inata. O NO produzido em
niveis mais elevados pelos macrofagos, via estimulagdo IFN-y, tem atividade
citotdxica contra microrganismos, parasitas e células tumorais, exercendo uma fungéo

importante no sistema imunologico. Além disso, o NO € um importante mediador da



41

resposta inflamatoria, produzido em grande quantidade pela enzima iNOS nas células
inflamatorias ativadas, desempenhando um papel importante no desenvolvimento de
Ulceras ocasionadas pelo uso indiscriminado de AINES (KUMAR-ROINE et al., 2009;
MELO et al., 2011; EAMLAMNAM, et al., 2006).

Diante da importancia do papel que as respostas imunomodulatérias exercem
na Ulcera gastrica, € importante realizar as andlises das citocinas a fim de descrever

o perfil imunomodulatério do extrato aquoso de Mimosa tenuiflora.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do Baterial botanico

O material vegetal utilizado foi obtido a partir das entrecascas do caule de
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir, coletadas no municipio de Pombos — Pernambuco, em
fevereiro de 2015 (8°8.877”S 35°24.836°0). Uma exsicata desta espécie encontra-se
depositada no Herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob o nimero
IPA 94.445.

4.2 Extracdo do Material Vegetal

O material vegetal foi seco em estufa de circulagéo forcada de ar (45°C) durante
72 hrs. ApOs a secagem, as entrecascas foram moidas utilizando um moinho analitico
de bancada tipo Willy, de rotor vertical (SP-31 SPLABOR). Do p6 obtido, 100 gramas
foi dissolvido em 1000 ml de agua e colocados em manta aquecedora a temperatura
de 100°C e apds 15 minutos do ponto de ebulicdo, a solucéo foi filtrada utilizando
papel filtro. O extrato resultante foi armazenado, congelado a - 20°C e liofilizado.
(Figura 3).
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Figura 3- Processo de Extracdo das entrecascas de M. tenuiflora

(A)Coleta de M.tenuiflora (B) e (C) Secagem das entrecascas, (D)Material
vegetal seco; (E)Trituracdo em moinho analitico de bancada; (F)Decoccao em
manta aquecedora a 100°C; (G) Filtragdo a vacuo e (H)Liofilizagdo.

4.3 Caracterizacao Fitoquimica

A presenca dos principais grupos de metabolitos secundarios no extrato aquoso
de M. tenuiflora (EAMt), foi analisada através de cromatografia de camada delgada
utilizando placas de silica gel F2s4a (ALUGRAM® 818131, Macherey-Nagel, Alemanha)
em diferentes sistemas de solventes. Foi verificada a presenca ou auséncia de
flavonoides, fenilpropanoides, terpenoides, esteroides, saponinas, alcaloides,
cumarinas, proantocianinas, quinonas e acucares redutores, como descritos na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Sistemas e reveladores utilizados na prospeccao fitoquimica por cromatografia em

camada delgada.

Classe de Padrdes Sistema de eluicéo Revelador Referéncias
metabdlitos
secundarios
Flavonoides e Quercetina, AcOEt-HCOOH-AcOH-H20 NEU Wagner & Bladt,
fenilpropanoglicosideos rutina e acido (100:11:11:27 viv) 1996
clorogénico Brasseur &
Angenot, 1986

Triterpenos e B-sitosterol Tolueno:AcOEt Lieberman & Harborne, 1998

esteroides (90:10 viv) Burchard

Saponinas - AcOEt-HCOOH-ACOH-H20  Lieberman & Harborne, 1998
(100:11:11:27 viv) Burchard

Mono e sesquiterpenos  Timol Tolueno:AcOEt Anisaldeido Harborne, 1998
(97:3 viv) sulfarico

Cumarinas e Quinonas Cumarina e CHCI3-MeOH (98:2 viv) KOH Wagner & Bladt,

lapachol 1996

Alcaloides Pilocarpina AcOEt-HCOOH-AcOH-H20  Dragendorff Wagner & Bladt,
(100:11:11:27 viv) 1996

Proantocianidinas Catequina AcOEt-HCOOH-AcOH-H20  Vanilina cloridrica Roberts et al.

condensadas (100:11:11:27 viv) 1957

Taninos hidrolisaveis Acido galico n-BuOH-H20-AcOH Alimen de ferro 1%

(40:50:10 v/v)

4.4  Dosagem de Fenois Totais

O conteudo fendlico total foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu (Li, et

al., 2008), com algumas modificacbes. Diferentes concentracdes de &cido galico,

assim como a amostra, foram dissolvidos em metanol. Em cada poco, das placas de

pocos, foram adicionados 0,1mL da solucéo de Folin diluida na concentracdo de 1:10

(v/v) e 0,02 mL da amostras diluida. Ap6s 3 minutos no escuro, 0,08 mL de carbonato

de sbédio a 7,5% foi adicionado, deixando por mais 120 minutos no escuro a

temperatura ambiente. Apds esse periodo as absorbancias das amostras foram

medidas a 765 nm contra um branco (reagentes adicionado ao metanol). Uma curva

de calibracdo foi preparada através da representacdo grafica da absorbancia em

funcdo da concentracdo e foi encontrada a equacéao linear (y = ax - b, R2 = x). A

concentracéo de fenol total na amostra foi determinada a partir da curva de calibracao.

O teor total de fenol no extrato foi expresso em termos equivalentes de acido galico
(mg EAG/g de extrato).
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4.5 Dosagens de Flavonoides

A técnica colorimétrica com cloreto de aluminio descrita por Woisky e Salatino
(1998) foi utilizada para estimativa de flavonoides, com algumas modificacdes.
Diferentes concentragdes de Quercitina, assim como a amostra, foram dissolvidas em
metanol. Em cada poco, da placa de pocos de fundo redondo, foi adicionado 0,05 mL
do reagente de cloreto de aluminio (2g de cloreto de aluminio diluido em etanol a 2%),
e misturado a 0,05 mL das amostras em triplicata. A mistura foi mantida em
.temperatura ambiente durante 60 minutos. A absorbancia da amostra foi medida a
420 nm contra um branco. A curva de calibracdo foi preparada através da
representacdo grafica da absorbancia em funcao da concentracao e foi encontrada a
equacao linear (y = ax - b, R2 = z). A concentracdo de flavonoides foi determinada a
partir da curva de calibragdo. O teor de flavonoides total no extrato foi expresso como

equivalente Quercitina (mg QE/g de extrato).

4.6 Atividades Antioxidantes in vitro

4.6.1 Sequestro de Radicais Livres pelo DPPH*

Neste ensaio, a atividade sequestradora de radical livre do extrato, foi medida
em termos de doacéao de hidrogénio usando o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH?®) (BLIOS, 1958). Foi misturado 0,25 mL da solu¢do de DPPH* (1 mM) em 0,04
mL de diferentes concentracdes do extrato (31,25; 62,5; 125; 500 e 1000 pg/mL). Apos
25 minutos foi medida a absorbancia em 517 nm. Trolox (analogo da vitamina E,
solavel em agua), Acido galico, BHT, Quercetina e Acido ascérbico foram usados
como compostos de referéncia. O controle foi o DPPH adicionado a 0,04 mL de
metanol (solvente utilizado para diluir as amostras). A eliminagédo de radicais de

DPPH?* foi calculada pela formula:

(Aa—Ac)
c

SRL [DPPHe](%) = x 100

Onde: Aa = Absorbancia da amostra e Ac = Absorbéancia do controle.
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4.6.2 Inibicdo pelo Radical Livre ABTS (2,2'-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato)

O método do ABTSe* (2,2’ -azobis-(3- etilbenzotiazolina-6-sulfonato) foi feito
baseado no método de Re et al. (1999) com algumas modificacbes. Uma solucéo
estoque do radical ABTS** foi preparada, dissolvendo-se 7 nM de ABTS** em 2,45 mM
de Persulfato de potassio, e deixado por 16 horas antes do uso. A solucdo trabalho
foi preparada por diluicdo da solucdo de estoque em etanol até obter a absorbancia
de 0,700 = 0.02 em 734 nm. Foi adicionada 0,01 ml das fracbes em diferentes
concentracfes a 1 ml da solucéo trabalho e lida exatamente apds 6 minutos da reacao
em espectrofotdmetro a 734 nm. Foi utilizado Trolox em diferentes concentracdes (0
— 2000 pM) para comparar a atividade e para obtencdo da curva de calibracdo. Os
resultados foram expressos em Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox
(TEAC), e obteve-se a equacédo Y = -0,0003x — 0,6367, R2= 0,9886. A porcentagem

de inibicdo também foi calculada através da equacao:

Inibigdo do ABTS (%) = ~“=x 100

Onde: Ac = Absorbancia do controle e Aa = Absorbancia da amostra.

4.6.3 Atividade antioxidante Total (ATT)

O extrato foi diluido em agua. Foi misturado 0,1 ml da amostra a 1 ml da solucao
de fosfomolibdénio (600 mM de acido sulfarico, 28 mM de fosfato de sédio e 4 mM de
molibdato de amonio), e posteriormente, incubados em agua a 95 °C por 90 minutos.
Apos voltarem a temperatura ambiente, as absorbancias da amostra foram medidas
a 695 nm contra um branco (1 mL de solu¢éo e 0,1 mL do metanol) (PIETRO et al.,
1999). A atividade antioxidante total foi expressa em relacdo ao acido ascorbico,

calculada pela formula:

(Aa—Ac)

ATT(%) = (Aaa—Ac)

x 100
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Onde: Ac = Absorbancia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbancia
do acido ascoérbico. E sua atividade foi comparada com Sulfato Ferroso (SoFe 4).

4.6.4 Redugéo do lon Férrico - FRAP

O ensaio de FRAP foi realizado segundo Benzie et al.(1996), com algumas
modificacdes. A solucdo estoque foi preparada com 300 mM de tampdao acetato (3,19
CH3COONa e 16 mL CH3sCOOH) em pH 3,6, 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-
triazine) solubilizado em 40 mM de HCI, e 20 mM de solucao de FeCls. A solucdo de
trabalho foi preparada na hora, misturando 25 mL do tampéao acetato, 2,5 mL de TPTZ
e 2,5 mL FeCls. Foram diluidas 0,02 mL das amostras em diferentes concentraces
em metanol, foram misturadas a 0,180 mL do reagente de FRAP e deixadas em
repouso por 30 minutos, a 37 °C, no escuro. Posteriormente, as absorbancias foram
medidas a 593 nm. Uma curva padrdo com FeSO4 (0 - 1000ug/mL) foi realizada para
obtencdo da equacdo Y = ax — b, R2 = z. Os resultados foram expressos em mg
EFeSOu4 (1) / g de extrato e comparado com os mesmos padrdes utilizados nas outras

atividades, nas mesmas condi¢cdes das amostras.

4.7 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato aquoso de M. tenuiflora (EAMt) foi
avaliada pelo método de difusdo em disco de acordo com Bauer et al. (1966). O extrato
foi testado contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus — UFPEDA 02,
Micrococcus luteus — UFPEDA 06, Bacillus subtilis — UFPEDA 16, e Enterococcus
faecalis — UFPEDA 138), Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa — UFPEDA 39,
Escherichia coli— UFPEDA 224, e Serratia marcescens — UFPEDA 398) e alcool-acido
resistentes (Mycobacterium smegmatis — UFPEDA 71), além de levedura (Candida
albicans — UFPEDA 1007). Foi realizada também a atividade antimicrobiana do extrato
contra isolados clinicos provenientes de secrecdes de feridas, S. aureus (UFPEDA
679, 700 e 719) e P. aeruginosa (UFPEDA 261 e 262). Todos 0s microrganismos
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foram obtidos da Cole¢cdo de Cultura do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA).

4.7.1 Teste de Difusao em Disco

Discos de papel (Whatman n® 2) com 6 mm de diametro foram impregnados
com 20 pL da solugédo de 20.000 pg/mL do extrato dissolvidos em &gua. Os discos
foram entéo colocados em meio semeado com um dos microrganismos (Figura 4). As
seguintes drogas padrdo foram usadas como controle: cetoconazol (Multifarma,
Brasil), para levedura, cefalexina (Eurofarma, Brasil) e canamicina (Centro de Controle
e Produtos para Diagnostico-CECON, Brasil) para bactérias. Os testes foram
realizados em triplicata. Os resultados (diametro da zona de inibicdo em volta do
disco) foram expressos em mm. O teste de controle negativo foi realizado com discos
embebidos em DMSO.

Figura 4- Teste de Difusdo em Disco de Papel.

Discos + substancia

Suspensdo microbiana (300ug/disco)

padronizada

Semeadura

(4lcaide Drigalsky) | Placa semeada + disco |

—

J
\

Bactérias 24h 37°C Leveduras 48h 30°C

¥

Leitura do didmetro do halo de inibigdo (em mm) \

Fonte: Autor.
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4.7.2 Determinagcdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CMI) e da
Concentragdo Bactericida Minima (CMB)

O EAMt foi testado contra isolados clinicos multirresistentes de S. aureus e P.
aeruginosa, obtidos de feridas humanas. A concentragao inibitéria minima (CMI) e a
concentracdo bactericida minima (CMB) foram calculadas pelo método de micro
diluicdo. Os testes foram realizados em caldo Mduller-Hinton, pH 7,4 e foi aplicada a
técnica de dupla diluicdo em série. Uma solucéo estoque de 1,000 pg/mL do extrato
foi preparada. Uma suspensao padronizada de microrganismos foi preparada para
utilizacdo com um tubo de 0,5 na escala McFarland. A placa foi incubada por 18 horas
e depois disso um corante indicador resazurin (Sigma-Aldrich, USA) foi aplicado para
mostrar se houve crescimento microbiano nos pocos (Figura 5). A CMI foi determinada
como a concentracdo do Ultimo poco onde ndo houve crescimento microbiano. As
seguintes drogas padréo foram usadas como controle: Cefalexina (Medley, Brasil) e
Canamicina (Centro de Controle e Produtos para Diagnéstico-CECON, Brasil). A partir
deste experimento, o conteldo dos pocos foi semeado em placas com meio agar
Muller-Hinton para estabelecer a concentracdo bactericida minima (CMB), que é a
concentracdo em que nao ha crescimento de colbnias. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata (CLSI, 2013).

Figura 5 - Determinagdo da Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

100 pldo caldo 140 1 do caldo Mieller 180 piL do caldo miiller
Miieller Hinton  yinton 4+ 10 il da suspengdo Hinton + 20 pL da solucdo
(controle negativo) micropiana. mée a 20 000 pg/ml

(controle positivo) ! 100 p.L 10 p.L da suspensao|
@ Y Y microbiana

‘s ™
Gz D lm e naeﬁ% SA lse B 38
N NCOHNONONONONONONONONON®
@@ OO O OO0OOO 0O O0Oo
2 NONONONONONONONONONON®
N NONONONONONONONONONONS
N NONONONONONONONONON®)
F@@ OO O OO0OO0OO0O O OO0
i NONONONONONORONONONON®
H@® @ OO O O OO O O OO0
Revelador: Resazurina Sodica (20 p.L)
Resultados: @ Positivo @ Negativo

Fonte: CLSI, 2013.
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4.8 Animais

Camundongos fémeas, da linhagem Swiss e BALB/C, pesando entre 25-30 g,
foram utilizados para os experimentos de atividade antiulcerogénica e das atividades
imunomodulatérias. Os animais utilizados foram obtidos no Departamento de
Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami — LIKA, localizado na UFPE. Foram aclimatados as
condicdes padrdes de laboratorio (20 — 22° C e ciclo claro/escuro controlado de 12hrs)
com livre acesso a agua e racdo Presence® tipo pellets. Todos os procedimentos
experimentais que foram realizados estdo de acordo com as leis brasileiras para
experimentacdo com animais e foram submetidos & Comisséo de Etica no Uso Animal
da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo de submissdo n°
23076.023991/2014-24, Oficio de aprovacédo n° 61/14).

4.9 Avaliacdo da Atividade Gastroprotetora

4.9.1 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol (MORIMOTO et al., 1991, com

modificacdes)

Os camundongos foram divididos em cinco grupos experimentais (Figura 6) e
submetidos a um jejum inicial de 16 horas, posteriormente, pré-tratados por via oral
com Lanzoprazol 30 mg/kg para o controle positivo, veiculo solugcdo NaCl 0,9% para
0 controle negativo e EAMt nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Ap6s 1 hora, foi
administrado etanol absoluto (10 ml/kg) nos animais por via oral. Decorrida 1 hora
dessa administracdo, os camundongos receberam anestesia geral prévia e foram
eutanasiados com a administragcdo de cloreto de potassio 1 mmol/kg via
intraperitoneal. Os estdmagos foram retirados, abertos ao longo da grande curvatura

e o indice de lesdo ulcerativa (ILU) foi determinado com o auxilio do programa
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ImageJ®. Os resultados foram expressos em area total de leséo ulcerativa (mm?) em
relacdo a area total do corpo gastrico (SZELENYI; THIEMER, 1978).

Figura 6- Desenho experimental das Ulceras gastricas induzidas por Etanol.

Lanzoprazol NaCl 0,9% EAMt EAMt EAMt
(30 mg/kg) (10 mi/kg) (50 mg/kg) (100 mg/kg) (200 mg/kg)

Fonte: Autor.

4.9.2 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol/HCL (MIZUI; DOUTEUCHI, 1983,

com modificagcdes)

Os camundongos foram divididos em trés grupos experimentais (Figura 7), e
submetidos a jejum de solidos por 16h, em seguida foram pré-tratados por via oral
(v.0) com EAMt (200 mg/kg), Lanzoprazol (30 mg/kg) como controle positivo, ou
solucéo salina (NaCl 0,9%) (10 ml/kg) como controle negativo. Apos 1 hora, a Ulcera
foi induzida pela administracéo, por via oral, da solu¢géo 0,3 M Etanol/HCL 100%, uma
hora depois, os camundongos foram previamente anestesiados e a eutanasia foi
realizada pela administracéo de cloreto de potassio 1 mmol/kg. A cavidade abdominal
foi aberta, os estbmagos foram retirados e abertos pela grande curvatura, o contetdo
gastrico foi desprezado e a mucosa lavada cuidadosamente com solucdo NaCl 0,9%

gelada. Os estbmagos foram fotografados e determinado o ILU com o auxilio do
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programa ImageJ®. Os resultados foram expressos em area total de lesé@o ulcerativa
(mm?) em relacéo a area total do corpo gastrico.

Figura 7- Desenho experimental das Ulceras gastricas induzidas por Etanol/ HCL.

[ Jejum16h |
Lanzoprazol NaCl 0,9% EAMt
(30 mg/kg) (10 ml/kg) (200 mg/kg)

Fonte: Autor.

4.9.3 Ulcera Gastrica Induzida por Anti-inflamatério N&o-esteroide
(PUSCAS et al., 1997, com modificacdes)

Os camundongos foram divididos em trés grupos experimentais (Figura 8), e
submetidos a um jejum de 16 h, posteriormente foram pré-tratados, por via oral, com
ranitidina 60 mg/kg (controle positivo), veiculo solugdo NaCl 0,9 % (controle negativo)
e EAMt (200 mg/kg). Apos 30 minutos, 0os animais receberam por via subcuténea (s.c),
piroxicam 30 mg/kg para inducdo da lesdo gastrica. Quatro horas apos a inducéo, os
camundongos foram eutanasiados por anestesia, os abdomens foram abertos, os
estbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para determinacdo do
ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).
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Figura 8- Desenho experimental das Ulceras gastricas induzidas por AINE.

Ranitidina NacCl 0,9% EAMt
(60 mg/kg) (10 ml/kg) (200 mg/kg)

Fonte: Autor.

4.9.4 Ulcera Gastrica Cronica Induzida por Acido Acético (OKABE et al.,
1971)

A lUlcera crbonica foi induzida por acido acético a 20%. Os animais foram
divididos em trés grupos experimentais (Figura 9) e anestesiados com cetamina (0,5
ml/kg) e xilazina (0,25 ml/kg), via intraperitoneal, em seguida foi realizada a
laparotomia para exposicdo do estdbmago. Foi realizada uma inje¢gdo na camada
serosa do estdbmago, contendo uma solucao de acido acético a 80 %, para delimitar a
area lesionada. Apos a remocao da injecao, o local foi lavado com solucao salina e a
cabidade abdominal foi suturada. No segundo dia apds a inducdo da ulcera, foi
iniciado o tratamento, duas vezes ao dia, com veiculo (solugdo NaCl 0,9 %, v.0.),
ranitidina (40 mg/kg, v.0.) e o EAMt (200 mg/kg, v.0.), durante 14 dias. No 15° dia, 0s

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, seus estbmagos retirados e
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abertos pela curvatura maior, lavados com agua destilada, fotografados e determinado
o ILU com o auxilio do programa ImageJ®. Os resultados foram expressos em area

total de lesdo ulcerativa (mm?) em relagdo a area total do corpo gastrico.

Figura 9- Desenho experimental das Ulceras gastricas induzidas por Acido Acético 20 %.

Animais
(Fémeas)
n =8/ Grupo

Jejum 16 hrs

50 pL Acido
Acético (v.v)
(i-g)

Ranitidina NaCl 0,9% EAMt
g °_14¢2 di
(50 mg/kg) (10 mL/kg) (200 mg/kg) } 21k

Eutanasia

——iedia

Fonte: Autor.

4.10 Avaliacdo da Participacdo dos Grupamentos Sulfidrilicos na
Gastroprotecdo (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999).

Os animais foram submetidos a um jejum de sélidos por 16 hrs, e foram
distribuidos em seis grupos experimentais (Figura 10). Conforme pré-tratamento, trés
grupos receberam solucdo salina 0,9 % e os outros trés grupos receberam N-
etilmaleimida (NEM), um bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos, 10 mg/kg por via
intraperitoneal. Apo6s 30 minutos das respectivas administracdes, os grupos foram
tratados por via oral com solucao salina 0,9% (controle negativo), carbenoxolona 100

mg/kg (controle positivo) e 0 EAMt na dose de 200 mg/kg. Apos 1 hora dos respectivos
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tratamentos, os camundongos receberam etanol absoluto na dose de 10 ml/kg, por
via oral, como agente lesivo. Decorridos 60 minutos, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical, os estbmagos foram abertos e fotografados para

determinacao da area de leséo ulcerativa (ALU), com o auxilio do programa ImageJ®.

Figura 10- Desenho experimental da participacdo dos grupamentos sulfidrilicos na

gastroprotecao.

SERRIARIE Pré-tratamento com
NEM
(N-etilmaleimida)
30 min. L 30 min.
Carbenoxolona EAMT NaCl 0,9 % Carbenoxolona EAMT NaCl 0.9 %
(100 mg/kg) (200 mg/kg) (10 mikg) (100 mg/kg) (200 mg/kg) (10 mirkg)

Fonte: Autor.

411 Atividades Imunomodulatérias

4.11.1 Isolamento dos Esplendcitos

Todo procedimento experimental foi realizado de acordo com a metodologia de
Melo et al. (2011). Apés a eutanasia dos camundongos Balb/C, por deslocamento
cervical, foi realizado a remocé&o do bago assepticamente e colocado em tubo Falcon,
contendo meio RPMI 1640 com Soro Fetal Bovino (SFB). Em fluxo vertical, os bacos
foram transferidos para placas de Petri contendo meio preparado, onde foram

macerados para obtencdo das suspensdes celulares. As suspensfes foram



55

transferidas para tubos Falcon, contendo cerca de 10ml do meio incompleto. O
homogenato dos bacos macerados sobrepostos em um camada Ficoll-Pagque TM
Plus, com a densidade ajustada a 1.076 g/mL, foram centrifugados em temperatura
ambiente em 500 g por 25 min. A interface da camada de células, que contém células
do sistema imunoldgico, foi recuperada com uma pipeta Pasteur, lavada duas vezes
em tampao fosfato salino (PBS) e centrifugada a 500 g por 10 min. As células foram
qguantificadas em camara de Neubauer, e a viabilidade celular determinada pelo
método de exclusao, utilizando o azul de tripan. As células utilizadas constaram

viabilidade maior que 98%.

4.11.2 Avaliacdo da Citotoxicidade através do Ensaio de Viabilidade

Celular

Andlise de viabilidade celular foi realizada através de anexina V-FITC e iodeto
de propidio. Os esplendcitos (10° células) de cada animal, foram centrifugados a 4 °C
em 450 g durante 10 min, o sobrenadante foi descartado e 1ml de PBS foi adicionado
ao precipitado e centrifugado a 4 °C em 450 g durante 10 min, sendo descartado o
segundo sobrenadante. O sedimento foi resuspendido em um tampao de ligacao (10
mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NacCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz e 1,8 mM CacCl), e foi
adicionado, a cada tubo de citdmetro devidamente identificado, a anexina V conjugada
com isotiocianato de fluorescéncia (FITC) (1:500) e o iodeto de propidio (PI, 20ug/mi;
108 células). A citometria de fluxo foi realizada em um FACSCalibur (Beckton
Dickinson Biosciences) e as analises realizadas utilizando-se o software CELL
QUEST PRO (Beckton Dickinson). A analise dos resultados foram realizadas em
graficos dot plot, nos quais a Anexina-FITC/Pl+ foram consideradas células necroticas
e Anexina-FITC+Pl, representam esplendcitos na fase inicial de apoptose, e duplo

negativo considerado o dot plot de células viaveis.
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411.3 Dosagens de Citocinas em Esplenécitos de Camundongos

A dosagem de citocinas dos perfis Thl e Th2 nos sobrenadantes de cultura
coletados foi determinada através da técnica de Cytometric Bead Array System (CBA).
A CBA foi utilizada para a mensuragéo quantitativa das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2,
IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17, conforme recomendado pelo fabricante em amostras de
sobrenadante de culturas submetidas aos estimulos do composto isolado. Esta
técnica envolve uma mistura de 5 esferas de poliestireno, com diferentes intensidades
de fluorescéncia, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas humanas
detectadas no canal FL-2. Desta forma, 50 pl da mistura de esferas de captura,
marcadas com os anticorpos anti-TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17 foram
adicionadas em cada tubo e foram adicionados 50 pl do sobrenadante de cultura e do
reagente Human Chemokine PE Detection em todos os tubos. ApOs essa etapa, as
amostras foram incubadas por 3 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e
1 ml da solucéo tampéao foi adicionado aos tubos e centrifugados a 200 g por 5 min.
Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado, restando aproximadamente 100 ul
em cada tubo, onde foram adicionados 300 pl de solucédo tampéao (Wash Buffer) para
ressuspender as esferas e posterior leitura das amostras no citometro de fluxo, no

software CellQuestPro (Beckton Dickson).

4.11.5 Ensaio de proliferacdo com Carboxifluoresceina Diacetato
Succinimidil Ester (CFSE)

Para o0 ensaio de proliferacdo celular foram utilizados trés grupos
experimentais: Grupo | — Esplendcitos estimulados apenas in vitro com EAMt na
concentracdo de 6 pg/ mL; Grupo II- Camundongos estimulados in vivo, através da
inoculacdo por via subcutanea de EAMt na dose de 50 mg/kg e esplendcitos, dos
mesmos camundongos, estimulados in vitro com 6 pg/ml de EAMt e o Grupo lll-

Plasma sanguineo dos animais estimulados in vivo com o EAMt. Em todos os grupos
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experimentais, 0os animais receberam um dnico estimulo in vivo de EAMt, e foram
eutanasiados 72 hrs apdés, por deslocamento cervical. Eles tiveram os bacos
removidos para isolamento de células imunes e a coleta de sangue foi realizada por
puncdo cardiaca. Os esplendcitos dos camundongos foram cultivados para
isolamento de células imunes (4.10° células / poco) em placas de cultura de 96 pocos
(TPP, St. Louis, Suica) a 37 C e 5% de CO2. As células receberam estimulos do EAMt,

e apos 48 horas foi avaliado o potencial mitogénico do extrato através do CFSE.

As células foram transferidas para tubos de centrifugacéo de polipropileno de
15 ou 50 ml, e lavadas por duas vezes em DPBS 1X para remover quaisquer proteinas
séricas residuais. O CFSE de estoque foi adicionado a suspenséo de células, as quais
foram suspensas em banho maria a 37 °C durante 10-15 minutos. Em seguida foi
adicionado o DPBS 1X nas células, o sobrenadante foi decantado e misturado
suavemente para romper o sedimento celular, adicionou-se 10 mL de meio completo
com FBS a 10%, seguido de centrifugacéo. As células foram resuspendidas em meio

completo e realizado a andlise por citometria de fluxo.
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4.12 Analise Estatistica

Nos resultados obtidos em ensaios de atividade gastroprotetora, os dados
foram analisados utilizando ANOVA seguido com pos-teste (Dunnett e/ou Tuckey).
Os valores foram expressos como média = desvio padrdo (d.p.) e o nivel de
significancia minimo foi de p<0,05. Todos os resultados foram analisados com
software GraphPad Prisma 5.0 San Diego, CA, EUA.

Para os ensaios imunoldgicos, os dados foram analisados por testes nao
paramétricos. Para as diferencas entre grupos foi utilizado o teste Mann-Whitney.
Todos os resultados foram expressos pela média dos valores dos grupos + desvio
padrao (d.p.) e analisados considerando o valor de p < 0,05 como estatisticamente

significante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo Quimica
5.1.1 Prospeccdao Fitoquimica
A prospeccédo fitoquimica permite a identificacdo qualitativa de diferentes
grupos de metabdlitos secundérios presentes no extrato aquoso obtido das
entrecascas de M. tenuiflora (EAMt). Foi verificado a presenca de flavonoides, tracos

de fenilpropanoides, proantocianidinas e leucoantocianidinas, além de taninos

hidrolisaveis. (Tabela 2)

Tabela 2 - Caracterizacao fitoquimica do extrato aquoso de M. tenuiflora.

Classe de metabolitos secundarios Mimosa tenuiflora
Flavonoides +
Fenilpropanoides tr

Triterpenos -
Esteroides -
Saponinas -

Monoterpenos e Sesquiterpenos -

Alcaloides -
Proantocianidinas e leucoantocianidinas +
Cumarinas -
Quinonas -
Taninos Hidrolisaveis ++

Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente; (tr) tracos. Fonte: o autor.
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Os metabolitos secundarios, sdo substancias responsaveis por atribruir as
atividades biologicas exercidas pelas plantas, além de possuirem intensa atividade
farmacoldgica. Possuem estrutura complexa e de baixo peso molecular, por suas
caracteristicas quimicas, farmacoldgicas e toxicolégicas, sdo capazes de assegurar o
uso benéfico de plantas medicinais (PEREIRA & CARDOSO, 2012; JAIN, 2015).

Estudos fitoquimicos realizados com o extrato aquoso das cascas de M.
tenuiflora por Zippel et al. (2009), atribuiram a atividade cicatrizante desta espécie a
efichcia da combinacdo de diferentes metabdlitos secundéarios, como taninos e
saponinas. Taninos hidrolisaveis, saponinas e flavonoides foram identificados nos
estudos feitos por Silva et al. (2013) a partir do extrato etanodlico das cascas desta
espécie. No extrato hidroetandlico das cascas de M. tenuiflora foram identificados a

presenca de fendis, taninos, catequinas e flavonoides (NASCIMENTO et al., 2016).

No prospeccdo fitoquimica realizada, foi identificada a presengca de
flavonoides, tracos de fenilpropanoides, taninos hidrolisaveis, proantocianidinas e
leucoantocianidinas, estando de acordo com estudos realizados anteriormente com o
EAMt, atribuindo uma elevada capacidade antioxidante e antimicrobiana desta
espécie (ZIPPEL, 2009).

Tanto os taninos hidrolisaveis quanto o0s taninos condensados,
proantocianidinas e leucoantocianidinas, possuem suas atividades farmacoldgicas
atribuidas a trés principais caracteristicas: a capacidade de complexacdo com ions
metalicos, a alta atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e a
habilidade de complexar-se a com outras moléculas. Os taninos também auxiliam no
processo de cicatrizacdo de feridas, queimaduras e inflamacdes (SIMOES et al.,
2007). Estudos comprovaram a acao dos taninos no tratamento de Ulceras gastricas,
através da interacdo com as proteinas do muco, conferindo um efeito citoprotetor,
através da formacdo de um revestimento proteico na mucosa gastrointestinal
(MOLEIRO et al., 2009).
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5.1.2 Teor de Fendis Totais

Os fenais totais quantificados no EAMt resultaram em 184,65 + 0,39 mg EAG/g
de extrato. Os compostos fendlicos compreendem uma das classes de metabdlitos
secundéarios amplamente distribuidas no reino vegetal, variam desde estruturas
simples com um anel aroméatico até estruturas altamente complexas e poliméricas,
como taninos e ligninas (SUMBUL; AHMAD, 2011).

A maioria desses compostos sdo encontrados sob a forma de ésteres ou de
heterosideos, sendo muito reativos quimicamente, e possuem alta propriedade de
complexacdo com metais (SIMOES et al., 2007). Esses metabdlitos desempenham
um papel fundamental na prevencao de doencgas cardiovasculares, em tipos de cancer
especificos, diabetes e disfuncdo cerebral (SCALBERT et al.,, 2005). Dentre as
principais propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos, a atividade antioxidante
€ enfatizada, sugerindo que estes neutralizam diretamente os oxidantes reativos
através da ingestdo de antioxidantes naturais (ZAYACHKIVSKA et al., 2005).

Estudos comprovaram que alguns desses compostos fendlicos aumentam a
atividade das PGs, induzem uma maior producdo de muco na mucosa gastrica, e a
protegem contra diferentes agentes necréticos, mostrando eficiente efeitos
citoprotetores (ALARCON DE LA LASTRA et al., 1993, 1994; BORRELI & 1270,
2000).

5.1.3 Teor de Flavonoéides

A quantificacéo do teor de flavonoides no EAMt foi de 1,64 + 0,26 mg EQ/g de
extrato. Os flavonoides constituem o maior e mais importante grupo de polifendis do
reino vegetal, apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias, anti-
proliferativas, e entre outras (MOTA et al., 2009). Estudos comprovaram sua eficacia
na prevencdo ou reducdo das lesdes gastricas induzidas por diferentes agentes
ulcerogénicos. Essa classe de metabolitos contribuem com o aumento no conteudo

de PGs na mucosa gastrica, diminuem a secrecdo de histamina, eliminam e inibem a
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formacéo de radicais livres, além de impedir o crescimento de H. pylori (REPETTO;
LLESUY, 2002).

Diversos mecanismos de acéo estado envolvidos no efeito citoprotetor desses
metabdlitos. No que se diz respeito a atividade antiulcerogénica, o0s principais
mecanismos sdo: as propriedades antioxidantes, a quelacdo de ions metalicos de
transicdo, o aumento de proteinas e antioxidantes ndo proteicos e a reducdo da
peroxidacao lipidica (MOTA et al., 2009).

5.2 Atividades Antioxidantes in vitro

Na avaliacdo da capacidade antioxidante foram utilizados diferentes
metodologias. Para uma triagem inicial, foram realizados métodos que avaliam o
sequestro de radicais livres através da doacédo de elétrons: os de inibicdo do radical
ABTS®, e o de sequestro de radical livre do DPPH™. Em seguida, foi realizado a
atividade antioxidante total (ATT) e a reducao do ion férrico (FRAP). A tabela 3 mostra

os resultados das atividades antioxidantes.

Tabela 3- Atividades antioxidantes do extrato de M. tenuiflora.

Atividades antioxidantes Mimosa tenuiflora

Sequestro do DPPH
(ICs0 pg/mL)

Inibicdo do ABTS
(ICs0 pg/mL)

22,25 (17,61 a 28,10)

94,16 (77,87 a 113,9)

(ln/:\JT%) 48,42 + 2,86

(mg EFel‘:S%é/Z extrato) 599,81 + 2,32

(mg EAGlg xrato) 184,65 + 0,39
Flavonoides 644026

(mg EQ/g extrato)

Nota: (mg EFeSO,)- miligrama equivalente sulfato ferroso; (mg EAG) - miligrama

equivalente a acido galico; (mg EQ)- miligrama equivalente de quercetina.
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A analise de inibicdo do radical ABTS** fundamenta-se na capacidade de
antioxidantes para reduzir o radical ABTS®, o ABTS*" em solucdo etandlica se
apresenta na cor azul. A medida em que a amostra sequestra os radicais livres, ocorre
uma alteracéo na coloracao da solucédo para amarelo, em que a absorbancia maxima
é de 734 nm (RE et al., 1999). O EAMt apresentou uma concentracao inibitoria (ICso)
de 94,16 pg/ml do radical ABTS, enquanto que no sequestro de DPPH’, apresentou
IC50 de 22,25 pg/ml (Tabela 10).

No sequestro do radical livre do DPPH?®, ocorre uma reacdo com um doador de
hidrogénio, obtendo uma forma reduzida, a qual €& acompanhada pelo
desaparecimento da cor violeta. A diminuicAo de absorbancia € dependente,

linearmente da concentracdo do antioxidante (PISOSCHI, 2011).

Na concentracdo de 500 ug/mL o EAMt sequestrou quase 100% dos radicais
livres de DPPH'. Estudos corroboram com os achados no presente estudo.
Nascimento et al (2016) analisou a capacidade antioxidante do extrato hidroetandlico
e das fragcOes das cascas de M. tenuiflora, mo qual as maiores atividades antioxidantes
foram observadas nas fracdes de acetato de etila e na hidrometandlica. Com valores
de ECsode 7,63 £ 1,22 ug/ml e 6,21 + 0,22 pug/ml quando comparadas com o acido
galico, o controle. Essa alta atividade antioxidante foi atribuida a presenca de
compostos fendlicos presentes no extrato. Estudos realizados com prépolis de M.
tenuiflora apresentaram atividade de sequestro do radical DPPH*, correspondendo a
aproximadamente 10% - 13% da atividade da Quercitina pura (FERREIRA et al.,
2017).

O EAMt obteve uma alta atividade antioxidante, dependente do aumento de
sua concentracdo, apresentando efeito protetor contra muitos processos patologicos

causados por agentes oxidantes como os radicais livres.

Apbs a triagem inicial foram realizadas metodologias que atuam na reducéo de
ions metdlicos, no caso, a atividade antioxidante total (ATT) e a reducao do ion férrico
(FRAP). O ensaio do ATT é um método quantitativo de capacidade antioxidante,
atraves da formacéo de complexo fosfomolibdénio. O ensaio baseia-se na reducéo de
molibdénio, que encontra-se no estado de oxidacéo (VI), a fosfato/molibdénio (V) que

possui a coloracdo verde em pH acido (SHABBIR, et al., 2013).
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No ensaio do ATT, o extrato EAMt apresentou 48,42 % + 2,32 de capacidade
antioxidante, apresentando uma boa atividade quando comparado ao &cido ascorbico,
composto utilizado como padréo, o qual possui 100% de atividade para este teste. O
EAMt também possui uma excelente atividade antioxidante quanto ao FRAP, seu

resultado esta um pouco superior ao do padrao (Figura 10).

O método FRAP baseia-se na reducdo do complexo de Fe3*-TPTZ (2,4,6-tri(2-
piridil)-1,3,5-triazina) a sua forma ferrosa em pH acido (PRIOR & CAO, 1999). A
ligacdo de Fe?* ao ligante gera uma cor azul muito intensa, correlacionando assim

com a concentracdo de antioxidantes.

O estudo da atividade antioxidante de espécies do género Mimosa também foi
realizado por Zhang (2011), que avaliou a atividade antioxidante de diferentes partes
de Mimosa pudica Linn., e dentre os extratos analisados, o das folhas apresentou
maior capacidade antioxidante quando comparado com a do caule. O autor atribuiu
essa alta capacidade antioxidante aos flavonoides e compostos fendlicos presentes

no extrato.

5.3 Atividade Antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana do EAMt, obtidos pelo método de
difusé@o de disco, frente a bactérias Gram-positivas (S. aureus, M. luteus, E. faecalis,
B. subtilis), Gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli, S. marcescens), acido-alcool

resistentes (M. smegmatis) e levedura (C. albicans) estdo expressos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Andlise da atividade antimicrobiana do extrato de M. tenuiflora frente a bactérias Gram-positivas, Gram negativas, alcool-acido
resistentes e a leveduras, pelo método de difusdo de disco.

Microrganismos

Alcool-
Gram-positivos Gram-negativos Levedura acido
resistente
S.aureus M. luteus B. subtilis E. faecium P. aeruginosa E.coli S.marcescens C. albicans M. .
smegmatis
+ + +
M. tenuiflora 14,3+ 16,2£0,33 NI 13,040,33 NI NI NI NI NI
0,33 mm mm mm
Canamicina 23,3+ 27,0+ 13,3+0,58 14,7%
: o T T 13 mm 19,740,588 mm 0,58 14,7+ 0,58 mm NT 40 + 1 mm
(30 pg/disco) 0,58 mm 1mm mm mm
Cetoconazol NT NT NT NT NT  NT 24+1mm NT

(300 ug/disco)

NI — N&o inibiu; NT — Nao testado

Fonte: Autor.
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Através da andlise dos resultados € possivel observar a atividade de M.
tenuiflora frente apenas a microrganismos Gram-positivos, apresentando halos de
inibicdo de 14,3 £ 0,33 mm para S. aureus, 16,2 + 0,33 mm para M. luteus e 13 +£ 0,33
mm para E. faecalis. Como controle positivo foi utilizado a Canamicina, que
apresentou halos de inibicdo superiores a 13 mm para todos 0S microrganismos
Gram- negativos e acido-alcool resistentes, além de cetoconazol para levedura. O
EAMt ndo apresentou halos de inibicéo para P. aeruginosa, E. coli, S. marcescens, M.
smegmatis e C. albicans. Segundo Stevam et al. (2009), sédo considerados ativos 0s

extratos de plantas que formaram zonas de inibigdo = 10 mm.

Estudos realizados por Bezerra et al. (2009) demonstraram a eficacia do extrato
de M. tenuiflora sobre cepas de S. aureus em diferentes concentracdes, sendo
observado halos de inibicdo entre 6 e 25 mm. Neste estudo a atividade antimicrobiana
do extrato foi atribuida a presenca de taninos e flavonoides. Estudos farmacogndsticos
de M. tenuiflora, apontam os taninos como um dos principais compostos responsaveis
pelas atividades bioldgicas do caule da planta (RIVERA-ARCE, 2007; MECKES-
LOZOYA et al., 1990). O extrato etandlico das cascas foi ativo contra M. luteus e B.
subtilis (HEINRICH et al., 1992).

Os taninos participam ativamente na acdo antimicrobiana através da inibicao
das enzimas de bactérias e fungos e/ou a complexacdo dos substratos dessas
enzimas, alterando o metabolismos dos patégenos, levando a reducdo desses
elementos no metabolismo dos microrganismos. Os flavonoides desempenham
diversos sistemas enzimaticos, inclusive os relacionados a atividade antimicrobiana

(SIMOES et al., 2007).

A partir destes achados, o extrato foi testado frente isolados clinicos
multirresistente de S. aureus e P. aeruginosa. Apresentando halos de inibicdo
superiores a 15 mm para as cepas de P.aeruginosa e halos superiores a 31 mm para

cepas de S. aureus. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Atividade antimicrobiana do EAMt frente a cepas de isolados clinicos
multirresistentes de S. aureus e P. aeruginosa.

Microrganismos

P. aeruginosa  P. aeruginosa S.aureus S.aureus S.aureus
(261) (262) (679) (700) (719)
M. 16,33+ 15,33+ 34,66+ 37+2mm 31,33+1,52mm
tenuiflora 0,57mm 0,57mm 0,57mm
Canamicina  20,00+0,00 19,35+0,33 40,00+0,67 42,33+1,20mm 40,00+1,22mm
mm mm mm

Fonte: Autor.

A concentracdo minima inibitéria (CMI), bem como a concentracdo minima
bactericida (CMB) foram obtidas pelo método de microdiluicdo. Segundo Holetz et al.
(2002) e Regasini et al. (2010), extratos de plantas com atividade antimicrobiana com
valores de CMI e CMB entre 100-500 pg/mL possuem atividade moderada. Entre 500
e 1000 pg/mL, a atividade é considerada fraca e os extratos de plantas com CMI e

CMB em 2000 e >2000 pg/mL séo consideradas inativas.

O EAMt atuou em 40% das cepas 679 e 719 com CMI de 1000 pg/mL,
caracterizando uma atividade moderada, e 20% sobre a cepa 700 de S. aureus na
concentracdo 2000 pg/mL, caracterizando inatividade. Sobre as cepas 261 e 262 de
P. aeruginosa a CMI apresentou valores >2000 pug/mL e a CMB atuou em 100% na
concentracédo >2000 pg/mL para todas as cepas de S. aureus e P. aeruginosa, essa
alta atividade bacteriostatica pode estar relacionada a presenca de taninos no EAMt.
Esse grupo de metabdlitos secundarios sdo bem conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas, atuando através da inibicdo de enzimas bacterianas, impedindo a
complexacdo com seus substratos, ou através da complexagdo com ions metélicos e
assim diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para 0 metabolismo microbiano
(LOGUERCIO, et al., 2005; DJIPA, et al., 2000).

Estudos realizados com o EAMt apresentaram valores de CMI de 0,18 mg/mL
a 0,36 mg/mL, frente a isolados clinicos de S. aureus (PADILHA, et al., 2008). O

extrato etanolico a quente da entrecasca de M. tenuiflora apresentou atividade
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bacteriostatica e bactericida S.aureus, e apresentou halos variando seu diametro entre
11-15 mm, considerou-se a CIM a concentracéo de 2,5% (BEZERRA, et al., 2011).

Os resultados estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6— Concentracdo minima inibitéria (CMI) e Concentracdo minima bactericida (CMB)
do extrato aquoso das entrecascas de M.tenuiflora frente a cepas de isolados clinicos de S.

aureus e P. aeruginosa.

Extrato de M. tenuiflora

Cepas CMI CMB
(Hg/ml) (Hg/ml)
261 >2000 >2000
262 >2000 >2000
679 1000 >2000
700 2000 >2000
719 1000 >2000

Cepas de P. aeruginosa (261, 262) Cepas de S. aureus (679, 700 e 719)

Fonte: Autor.

5.4 Atividades Gastroprotetoras

5.4.1 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol Absoluto

Com o objetivo de avaliar o efeito gastroprotetor do extrato aquoso de M.

tenuiflora foi realizado a inducdo de modelos ulcerogénicos agudos. No primeiro

modelo, a Ulcera gastrica foi induzida pela administragéo de etanol absoluto.

Os resultados mostraram que a administracdo do EAMt na dose de 200 mg/kg

e o lanzoprazol foram capazes de reduzir significativamente a formacgao de lesGes

ulcerativas induzidas por etanol absoluto. ApGs os tratamentos, os indices de les6es

ulceradas corresponderam a 63, 61 e 27 %, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg de

EAMt, respectivamente, em comparagcdo com o grupo controle (Figura 11). Esses

resultados foram confirmados pela realizagdo dos estudos histopatolégicos através de

microscopia 6ptica. O pré-tratamento com EAMt na dose 200 mg/kg e o lanzoprazol
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(30 mg/kg) se mostraram eficazes no tratamento da Ulcera gastrica, promovendo a
protecdo da mucosa e consequente preservacao do epitélio, quando comparados ao
grupo controle negativo (Figura 12 e 13).

Figura 11. Efeito do extrato aquoso de M. tenuiflora (EAMt) e do Lanzoprazol sobre
lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Bl Solucéo Salina 0,9%
[] Lanzoprazol 30 mg/kg

150- B EAMt 50 mg/kg
@ EAMt 100 mg/kg
3 ] EAMt 200 mg/kg
T 100-
1 100 .
m *%
3
5
L 50" il i
2 T Il
0' T T
(<) (+) 50 100 200
" EAMt (mg/kg)

Etanol 100% (10 ml/kg)

Os resultados estédo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de mdultiplas comparagfes de Tukey, comparado ao controle
negativo (-), ****p<0,0001.

Figura 12- Estbmagos de camundongos pré-tratados v.0. com solucao salina 0,9 % (A),
Lanzoprazol 30 mg/kg (B), EAMt 50 mg/kg (C), EAMt 100 mg/kg (D), EAMt 200 mg/kg (E).
(Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto)

Fonte: Autor.
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Figura 13- Efeito do extrato aquoso de M. tenuiflora (EAMt) e do lanzoprazol sobre lesbes
gastricas induzidas por etanol 100% em camundongos.

Fonte: Autor

Cortes na coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) (A-E). (A) Apresentacdo microscopica das
lesBes ulcerativas na mucosa gastrica induzidas por etanol pré-tratado com solucéo salina.
(B) Mucosa gastrica do grupo pré-tratado com lansoprasol. (C-D-E) Mucosa gastrica dos
grupos pré-tratados com EAMt nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, respectivamente. Escala:
100pm.

A administracéo oral do etanol, considerado um agente necrotizante de acao
direta, é capaz de induzir lesbes na mucosa gastrica promovendo alteracdes
microvasculares acentuadas dentro de alguns minutos apds sua aplicacdo. Agindo
através da atenuacdo dos mecanismos de defesa da mucosa gastrica e decorrente
da combinacédo de diversos fatores, o etanol pode atingir a camada mucosa através
da ruptura da barreira mucosa-bicarbonato, ocasionando rompimento celular na
parede dos vasos sanguineos (MOLEIRO, et al., 2009; FERREIRA, et al., 2008).

O etanol causa necrose nas células superficiais da mucosa gastrica através da
precipitacdo dos componentes citoplasmaticos. Deste processo participam
mediadores vasoativos, como leucotrienos C4 (LTC4) e histamina (JAMAL, et al.,
2006). Esses mediadores fazem com que as membranas submucosas néo realizem

uma diminuicdo do fluxo sanguineo da microcirculacdo na mucosa, promovendo a
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formacdo do edema, e consequentemente o aumento das lesdes ulcerativas
(KONTUREK, et al., 1988; WALLACE, 2001).

O surgimento de lesbes hemorragicas lineares, edema extenso na camada
submucosa, infiltracdo de células inflamatérias e perda de células epiteliais no
estbmago sdo caracteristicas tipicas de lesdo induzida por etanol absoluto. Essas
irregularidades ocasionadas pelo etanol ocorrem através de diferentes mediadores
como citocinas e radicais livres derivados de oxigénio (ALRASHDI, et al., 2012).

O pré-tratamento com o EAMt exibiu capacidade de prote¢do & mucosa géstrica
contra esses danos causados pelo etanol absoluto. Os resultados mostrados nas
figuras 12 e 13 mostram a reducéo significativa das areas de leséo ulcerada quando
comparada com o0 grupo controle negativo, sugerindo que o grupo controle positivo,
tratado com lanzoprazol, e o grupo EAMt na dose de 200 mg/kg tenha um efeito
gastroprotetor contra os efeitos necrotizantes da administragao do etanol por v.o. O
lanzoprazol, utilizado como farmaco padrédo no tratamento de Ulceras gastricas, € um
inibidor da bomba de prétons e exibe efeito protetor antissecretério (PEREIRA, et al.,
2017). Nao se sabe a causa especifica deste efeito gastroprotetor, uma vez que o
surgimento das ulceras pelo etanol tem causas multifatoriais, sendo assim, o extrato
pode estar relacionado com a estimulacdo na producdo de muco-bicarbonato, pela

atividade antioxidante de M. tenuiflora ou pelo aumento do fluxo sanguineo.

Estudos realizados com espécies da familia Mimosoideae apresentam
atividades antiulcerogénicas frente a diferentes agentes indutores de lesédo gastrica.
Fernandes et al. (2010) atribuiram a atividade gastroprotetora de Parkia platycephala
Benth., a presenca de compostos fendlicos no extrato etandlico das folhas. Os
compostos antioxidantes, como os fendlicos e outros metabdlitos secundarios,
participam do efeito gastroprotetor dos extratos vegetais, a partir do sequestro ou
reducdo de espécies reativas de oxigénio. O extrato hidroetandlico de Acacia nilotica
Willd. apresenta atividade gastroprotetora em diferentes modelos ulcerogénicos. Essa
atividade foi atribuida a grande quantidade de compostos fendlicos presentes no
extrato vegetal testado (BANSAL & GOEL, 2012). Estudos realizados por Alambayan
et al. (2015), mostraram que o extrato aquoso de Acacia catechu Willd. apresenta

efeito antiulcerogénico.
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As espécies reativas de oxigénio sdo estimuladas na presenca do etanol, sendo
responsaveis pela peroxidacao lipidica e quimiotaxia das células inflamatorias para o
local da lesdo (YU, et al., 2002). Sendo assim, a presenca de compostos fendlicos no

EAMt colaboraram para a eficacia no efeito gastroprotetor dessa espécie vegetal.

Espécies do género Mimosa apresentam em sua composicdo alta
concentracdo de flavonoides e taninos. Mimosa pudica desempenha um papel
importante na reparagdo das lesfes gastricas. O efeito antiulcerogénico dessa
espécie esta relacionado a sua capacidade de inibicdo da secre¢do &cida e sua
natureza antioxidante (DIVYA, et al., 2011). A presenca de flavonoides no EAMt
contribuem para o efeito gastroprotetor, uma vez que esses compostos estimulam a
biossintese de PGs. Azevédo et al. (2015) identificaram a presenca de taninos
condensados nas entrecascas de M. tenuiflora. Estudos realizados por Goncgalves et
al. (2010) mostraram que Mimosa caesalpiniaefolia apresenta altas quantidades de
taninos em suas entrecascas. Os taninos conferem a planta atividades
antissecretdrias e citoprotetoras, através da formacado de uma camada protetora na
mucosa, evitando a absor¢do de substancias téxicas e promovendo resisténcia contra

acao de enzimas proteoliticas (MEIRA-DE-FARIA, et al., 2012).

5.4.2 Ulcera Gastrica Induzida por Etanol/HCL

Os resultados mostraram que a administracdo do EAMt na dose de 200 mg/kg
e o lanzoprazol foram capazes de reduzir significativamente a formacgéo de lesbes
ulcerativas induzidas por etanol/HCL. O grupo tratado com lanzoprasol apresentou
indice de lesdo de 65%. O grupo tratado com 200 mg/kg de EAMt, apresentou 51%
de indice de leséo ulcerada, comparado com o grupo controle, mostrando que houve

reducéo significativa da area lesionada (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do extrato aguoso de M. tenuiflora (EAMt) e do lanzoprazol sobre lesdes
gastricas induzidas por Etanol/HCL 0,3 M em camundongos.
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Fonte: Autor.

Os resultados estédo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de multiplas comparagfes de Tukey, comparado ao controle
negativo (-), ****p<0,0001.

Além do etanol induzir a liberacdo de radicais livre, aumentar a peroxidacao
lipidica, aumentar o fluxo de Na* e K* no limen gastrico e estimular a secrecao da
gastrina, a presenca de HCI na solucdo de etanol intensifica a necrose e o0 progresso

de inducédo da lesdo géstrica (SINGH, et al., 2008).

5.4.3 Ulcera Gastrica Induzida por Anti-inflamatorio Nao-esteroide

Através dessa metodologia foi possivel observar que o EAMt na dose de 200
mg/kg e a cimetidina (100 mg/kg), farmaco utilizado como controle positivo, foram
capazes de inibir o ILU de forma significativa, correspondenda a 47 % do grupo tratado
com EAMt 200 e 29% tratado com piroxicam (Figura 15). Demonstrando o efeito
gastroprotetor de EAMt frente a Ulceras induzidas por piroxicam em camundongos.
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Figura 15. Efeito de extrato aquoso de M. tenuiflora (EAMt) e da cimetidina sobre lesdes
gastricas induzidas por AINE em camundongos.
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Fonte: Autor.

Os resultados estédo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de Dunnett, comparado ao controle negativo (-), ****p<0,0001.

O uso indiscriminado de anti-inflamatorios ndo esteroidais, como o piroxicam,
danificam a mucosa gastrica através da inibicao da enzima (COX) géstrica, resultando
na reducédo da sintese de prostaglandinas. A inibicdo das prostaglandinas danifica de
forma acentuada a citoprotecdo gastrica, por atuarem na sintese de muco e
bicarbonato, na regulacéo da secrec¢éo acida e no fluxo sanguineo da mucosa gastrica
(WALLACE, et al., 2000).

A administracéo de AINEs reduz o fluxo sanguineo da mucosa, e consequente
reducdo do pH no local do dano epitelial, dificultando o processo de restituicdo da
mucosa e favorecendo o desenvolvimento de lesdes hemorragicas. Esses
medicamentos sdo compostos neutros no ambiente acido do estbmago, agem
localmente atravessando a membrana plasméatica das células epiteliais gastricas,
onde serao reionizados e retidos, ocasionando dano intracelular que representa lesao
gastrointestinal local. Os AINEs também podem causar lesdo sistémica na mucosa

gastrointestinal, devido a reducdo na sintese de PGs. As enzimas COX-1 e COX-2
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catalisam a formacéo de prostaglandinas a partir de &cido araquidénico (HALTER,;
SCHMASSMANN; PESKAR et al., 2001).

A COX-1 é constitutiva, e sintetiza as prostaglandinas responsaveis por manter
a integridade da mucosa, a inibicdo desta enzima por AINEs ocasiona a leséo
por estimulos inflamatoérios, os AINEs seletivos de COX-2 (coxibes) apresentam
menor risco de formagédo de Ulcera do que os néo seletivos. Os AINEs também séo
responsaveis pelo aumento da expressdo de moléculas de adesao intercelular no
endotélio vascular da mucosa gastrica, como os neutrofilos, provocando a liberagcéo
de radicais livres e proteases, causando lesdo na mucosa gastrica (BANSAL, et al.,
2009).

Os resultados obtidos demonstram que o EAMt (200 mg/kg) foi capaz de reduzir
significativamente as lesdes gastricas induzidas por piroxicam (Figura 14). Sugerindo
que M. tenuiflora apresenta atividade gastroprotetora, atuando por um mecanismo
citoprotetor frente a lesdes gastricas, inibindo os mecanismos moleculares de lesdes

induzidas pelo efeito citotoxico direto causado pelo piroxicam.

Lacerda Neto et al. (2016) atribuiu a atividade gastroprotetora, frente a esse
agente lesivo, a presenca de polifendis, flavonoides e taninos. Esses metabdlitos
secundarios foram quantificados no extrato aquoso de M. tenuiflora, podendo estar

relacionados com a atividade gastroprotetora do mesmo.

5.4.4 Ulcera Gastrica Crénica Induzida por Acido Acético

Apos a avaliacao do efeito gastroprotetor do EAMt em modelos ulcerogénicos
agudos, o modelo de inducéo por acido acético foi utilizado para avaliar o mecanismo

de cicatrizagdo da Ulcera gastrica cronica.

Os resultados obtidos demonstram que o EAMt (200 mg/kg) foi capaz de
reverter os efeitos da lesédo induzida pelo acido acético na mucosa gastrica e
proporcionou a cicatrizagao da ulcera cronica. O ILU foi de 10 % nos animais tratados
com ranitidina (50 mg/kg) e 37 % nos animais tratados com EAMt na dose de 200
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mg/kg, em comparagao com o grupo controle. Esses resultados foram confirmados
pela realizacdo dos estudos histopatoldgicos através de microscopia éptica, onde o
pré-tratamento com EAMt na dose de 200 mg/kg e a ranitidina (50 mg/kg) se
mostraram eficazes no tratamento da Ulcera gastrica, promovendo a cicatrizacédo das
lesGes, quando comparados ao grupo controle negativo (Figura 16 e 17).

Figura 16. Efeito de extrato aquoso de M. tenuiflora (EAMt) e da ranitidina sobre lesdes
gastricas induzidas por 4cido acético 20% em camundongos.

200+
Bl Solugéo Salina 0,9 %

— [ Ranitidina 50 mg/kg
_g- 1504 [l EAMt 200 mg/kg

+

e

T

‘@

E

=

=)

; _
() (+) 200
P

EAMt (mg/kg)

Acido Acético 20% (50uL)

Fonte: Autor.

Os resultados estédo expressos em média + d.p. de 6 animais, utilizando a analise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de mdultiplas comparagfes de Tukey, comparado ao controle

negativo (-), ****p<0,0001.
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Figura 17- Efeito do extrato aquoso de M. tenuiflora (EAMt) e da ranitidina sobre lesbes
gastricas induzidas por 4cido acético 20% em camundongos.

Fonte: Autor.

Cortes na coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) (A-C). (A) Apresentagdo microscopica das
lesBes ulcerativas(*) na mucosa gastrica induzidas por acido acético 20% pré-tratado com
solucao salina. (B) Mucosa gastrica do grupo pré-tratado com ranitidina. (C) Mucosa gastrica
do grupo pré-tratado com EAMt na doses de 200 mg/kg. Escala: 100um.

A administracdo do &cido acético na superficie da camada serosa induz a
formacéo de Ulcera gastrica em camundongos, muito semelhante as Ulceras géastricas
humanas em termos de localizacdo, gravidade e cronicidade, indicando que o
processo de cicatrizacdo é semelhante (OKABE & PFEIFFER, 1972).

O desenvolvimento das lesfGes gastricas induzidas pelo acido acético € um
processo multifatorial, iniciando com a reducdo do conteddo mucoso da parede
gastrica, resultante da sintese significativa de radicais livres, e causando danos a
célula e @ membrana celular devido ao estresse oxidativo excessivo. A sintese de
espécies reativas de oxigénio (ROS) podem causar peroxidacdo lipidica,

especialmente em membranas, resultando em leséo tecidual (TARNAWSKI, 2005).

De acordo com Ateufack e colaboradores (2015), os antagonistas de receptores
H2, como a ranitidina, promovem a cicatrizacdo de Ulceras gastricas induzidas por
acido aceético. Esse processo de cicatrizacdo inclui reducdo da inflamacéao,
proliferacdo celular, regeneracédo epitelial, reconstrucdo da glandula, formagéo de

tecido de granulag&o e neovascularizagao.
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Resultante da necrose tecidual, a Ulcera € iniciada pela isquemia da mucosa,
pela formagé&o de radicais livres e pela retengao no fornecimento de nutrientes. Esses
fatores atraem, para o local da lesdo, células do sistema imunolégico como
macrofagos e citocinas proé-inflamatérias, que irdo atrair fibroblastos locais, células
endoteliais e epiteliais. O processo de cicatrizacdo da Ulcera € complexo, envolve
migracéo celular, proliferacdo, re-epitelizacdo, angiogénese e deposi¢cao matricial,
proporcionando a formacdo de cicatrizes. Todas as fases desse processo Sao
reguladas por fatores de crescimento, fatores de transicdo e citocinas (TARNAWSKI,
2005).

O fator de crescimento epidérmico (EGF), o fator basico de crescimento de
fibroblastos (bFGF) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), sao alguns
fatores de crescimento primordiais no processo de cicatrizacdo da Ulcera gastrica.
Esses fatores de crescimento produzidos localmente ativam a migracao e proliferacao
de células epiteliais através por mecanismos autdcrinos e/ou paracrinos. Contribuem
na regulacdo dos granuldcitos, fibroblastos e no epitélio da re-epitelizacdo da area
lesionada. A presenca desses fatores aceleram o processo de reparo da Ulcera
(WALLACE, 2001).

A regido mucosa da margem da Ulcera é caracterizada por uma "zona de
cicatrizacdo", onde as glandulas gastricas se dilatam, sofrem desdiferenciacao,
expressam o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF-R) e proliferam
ativamente, iniciando a re-epitelizacdo da superficie mucosa e a reconstrucdo das
glandulas gastricas. Em seguida, estas células migram para o tecido de granulacéo
para re-epitelizar a base da ulcera. A re-epitelizacdo requer migracéo e proliferacao
de células epiteliais, sendo iniciada e regulada pelos fatores de crescimento e fatores
de transcricdo (TARNAWSKI, 2005).

O VEGF estimula a angiogénese, processo essencial para a entrega de
oxigénio e nutrientes para o local de cicatrizacdo da lesdo gastrica. E para concluir o
processo de cicatrizacdo, EGF e TGFg1 ativam a migracéo e proliferacdo de células

epiteliais, acelerando a cicatrizacao de ulceras (WALLACE, 2001).

A presenca de taninos proporciona a ativacéo de fatores de defesa gastricos e
de processos cicatrizantes da mucosa. Os flavonoides participam no processo de

ativacdo de hormdnios e fatores de crescimento responsaveis pela proliferacéo e
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migracao de células epiteliais, re-epitelizacio e regeneracio (JUNIOR et al.; MAJTAN
et al., 2013). Esse metabdlitos secundarios, flavonoides e taninos, estdo presentes
no EAMt, e podem atribuir a atividade gastroprotetora, através da cicatrizacdo de
Ulceras gastricas cronicas observadas pela reducdo da area de ulceracdo em todos

0s modelos experimentais testados.

5.5 Avaliacdo da Participacdo dos Grupamentos Sulfidrilicos na

Gastroprotecéao

Diante dos resultados satisfatorios obtidos nos modelos ulcerogénicos
estudados, a fim de dar continuidade a pesquisa, foi realizado a avaliagdo da
participacdo dos compostos sulfidrilicos na atividade gastroprotetora do EAMt em
camundongos. Os resultados mostram que 0S grupos previamente tratados com
solucéo salina 0,9% (i.p) e em seguida tratados com EAMt na dose de 200 mg/kg, v.o.
ou carbenoxolona (100 mg/kg, v.0.), apresentaram uma reducdao significativa da area
de lesdo de ulcera, obtendo um ILU correspondente a 11 % no grupo tratado com
carbenoxolona e 17 % de inibicdo no grupo tratado com EAMt, comparados ao grupo

controle negativo.

Nos grupos pré-tratados com N-etilmaleimida (NEM), bloqueador dos
grupamentos sulfidrilicos, e pés-tratados com EAMt (200 mg/kg) o ILU foi de 69 %
para o grupo tratado com carbenoxolona e 91% o tratado com EAMt, comparados ao
grupo controle negativo. Mostrando que com a presenca do blogueador, tanto a
carbenoxolona quando o EAMt ndo conseguiram alcancar percentuais de inibicdo de
Ulcera como os do grupo sem a presenca do bloqueador. O grupo pré-tratado com
NEM e EAMt apresentou uma area de lesdo ulcerada maior do que o0 grupo sem o
NEM e com o EAMt, evidenciando que a participacdo dos grupamentos sulfidrilicos
compde um importante mecanismo de acéo gastroprotetor de M. tenuiflora (Figura 18
e 19).
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Figura 18- Efeito gastroprotetor de EAMt e da carbenoxolona apds o tratamento com NEM,
inibidor dos grupamentos sulfidrilicos, nas Ulceras gastricas induzidas por etanol absoluto em

camundongos.
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Os resultados estdo expressos com meédia = d.p. (n=5-6) utilizando a andlise de variancia
(ANOVA); seguido do teste de mdltiplas comparacbes de Tukey, comparado ao controle
negativo (-) — solucgdo salina, 0,9%, ****p<0,001; e controle negativo + NEM, ##p<0,001.

Figura 19- Estébmagos de camundongos sem bloqueador, tratados com: (A) salina; B)
carbenoxolona; (c) EaMt. Com bloqueador, tratados com: (D) salina; (E) carbenoxolona e
(F)EAMLt. Todos as ulceras foram induzidas por etanol absoluto.

Fonte: Autor
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Os grupamentos sulfidrilicos enddégenos sdo fundamentais para manutencéo
da integridade da mucosa géstrica e acredita-se que sejam 0s principais citoprotetores
contra as lesdes gastricas induzidas pelo etanol. Possuem a propriedade de aderir
continuamente a camada de muco, formando uma barreira para a pepsina luminal,
além de formar uma camada estavel capaz de suportar a neutralizacao da superficie
do acido, evitando a digestdo proteolitica da mucosa subjacente (ZARAIRA, et al.,
2016).

Os grupamentos sulfidrilicos estdo associados a gastroprotecdo através do
controle natural da producdo de muco. No processo de desenvolvimento das lesdes
gastricas, as espécies reativas de oxigénio (EROS) sao liberadas e iniciam uma
reacdo de peroxidacdo lipidica, culminando em morte celular. Os grupamentos
sulfidrilicos se ligam a estas espécies reativas e auxiliam na reducédo da gravidade
das lesbes gastricas, impedindo a morte celular (UESHIMA; TAKEUCHI; OKAB,
1992).

O pré-tratamento com bloqueadores dos grupamentos sulfidrilicos impedem a
citoprotecdo da mucosa gastrica promovida por compostos que contenhas esses
grupamentos. Dentre as diversas atividades relacionadas a estes grupamentos, tem
énfase também, a capacidade de unir os radicais livres gerados por agentes nocivos,

atuando como antioxidantes de reciclagem (RIBEIRO, et al., 2016).

No presente estudo, EAMt inibiu significativamente as Ulceras induzidas por
etanol na auséncia do NEM. Nos grupos bloqueados, o EAMt ndo conseguiu inibir as
Ulceras induzidas por etanol e, de forma contréria, acabou acentuando o processo de
formacdo das Ulceras induzidas por etanol. Conclui-se entdo que o efeito
gastroprotetor de M. tenuiflora depende da producdo ou da presenca dos

grupamentos sulfidrilicos, através de mecanismos citoprotetores e antioxidantes.
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5.6 Atividades Imunomodulatérias

5.6.1 Avaliagdo da Citotoxicidade através do Ensaio de Viabilidade Celular.

A utilizagdo de células do sistema imune s&o essenciais para estudo de
atividades imunomodulatorias. Estas células séo utilizadas com o intuito de simular
processos in vivo que ocorrem quando qualquer substancia é capaz de se ligar a
sublinhagens linfocitarias especificas do hospedeiro. Esses ensaios podem ser
utilizad..os para analises de viabilidade celular, proliferacdo celular e atividade
citotoxica (MELO, et al., 2010).

Os ensaios in vitro deste estudo tiveram por objetivo avaliar o perfil citotoxico e
imunomodulador do EAMt frente a esplendcitos de camundongo BALB/cO EAMt
também foi avaliado quanto a sua citotoxicidade em culturas de células de baco de
camundongos BALB/c. Nos ensaios de citotoxicidade, o EAMt ndo exibe um perfil
toxico a concentracdes de 3 a 25 pg/mL. Fitohemaglutinina (PHA) foi utilizado como
controle positivo na atividade imunomodulatéria e ndo apresentou citotoxicidade. Os
resultados mostraram que M. tenuiflora ndo induziu apoptose ou necrose, garantindo
assim a seguridade experimental da concentracdo escolhida para imunomodulacéo

do presente estudo (Figura 20).
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Figura 20- Teste de morte celular em células do baco de camundongo utilizando anexina 'V e
iodeto de propidio. Barras verticais significam a média de 2 experimentos realizados em
triplicata.
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O ensaio de morte celular foi realizado para analisar o tratamento com o EAMt
frente a esplendcitos de camundongo e determinar os valores de viabilidade dessas
células em diferentes concentracdes do extrato. Anexina V é uma proteina utilizada
para marcacao de células apoptéticas, ao conjugar a anexina V ao FITC (isotiocianato
de fluoresceina) é possivel identificar e quantificar as células apoptéticas em
citometria de fluxo. O marcador nuclear fluorescente iodeto de propidio (PI) é utilizado
para marcar células necréticas. Corar células simultaneamente com anexina V-FITC
e com Pl é possivel a distinguir qual o perfil de morte apresentado pelas células
experimentais (STURM et al., 2006).

Nosso estudo corrobora com os achados de Valencia-Gomez et al. (2009) que
também analisaram, quanto a citotoxicidade, o biocomposto Quitosana/M. tenuiflora e

seus resultados nao apresentaram perfil de dano celular.
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5.6.2 Ensaio de Proliferacdo Celular com CFSE

A analise do potencial mitogénico induzido pelo EAMt em esplendcitos de
camundongos inoculados com EAMt e estimulados in vitro com 0 mesmo extrato foi
obtido através do ensaio de proliferacdo celular com CFSE. Esses ensaios, com
inoculag&o prévia in vivo e posterior estimulagdo in vitro de compostos, concedem
informacdes relacionadas a memoaria imunolégica que esses compostos-alvo sdo
capazes de induzir em animais previamente inoculados e consistem um dos principais
mecanismos para compreender a resposta imunoldgica das células imunes em
relacdo a agentes estimulantes (MELO, et al., 2011).

A padronizacao da inoculacdo de 50 mg/kg de EAMt, por via subcutanea, foi
estabelecida por ser a menor em apresentar atividade anti-inflamatoria, por essa via
de administracdo (CRUZ, et al., 2016). Apés a coleta dos esplendcitos (Grupo I e ll) e
do sangue dos animais (Grupo lll), as células foram incorporadas ao CFSE, a fim de
mensurar os indices de proliferacdo induzidos pelo EAMt.

CFSE é utilizado para rotulagem in vitro e in vivo de células com o intuito de
rastrear multiplas geracbes usando diluicdo de corante e andlise por citometria de
fluxo. O uso desta técnica gerou um grande interesse pelo rastreamento de células in
vivo e também pelo rastreamento de sua atividade mitética (FULCHER e WONG,
1999).

Os resultados destas estimulagbes mostraram que todos 0S Qrupos
experimentais foram capazes de estimular a resposta proliferativa, porém a maior
resposta mitogénica celular induzida por EAMt foi observada no grupo que recebeu
apenas estimulo in vivo, o grupo lll, em relacdo ao grupo controle, ndo estimulado
(Figura 21).
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Figura 21 - Atividade proliferativa induzida pelo EAMt nos grupos experimentais. (A) Controle,
Grupo | e Grupo I, (B) Controle, Grupo Il
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Os esplendcitos receberam estimulo in vitro com EAMt na concentracdo de 6 pg/mL, os
indices de proliferagcéo foram avaliados por incorporagéo do CFSE. O grupo lll, tratado in vivo,
demonstrou valores mais elevados em relacdo ao controle, sem estimulo. Os resultados foram
expressos pelos indices de proliferacao (Pl), e Pl £ 3 foram considerados positivos para a
proliferagdo. * P <0,05.

Estudos realizados com saponinas isoladas de M. tenuiflora mostraram que em
diferentes concentracbes esses compostos podem ativar significativamente a
proliferacéo de linfécitos murinos e timécitos, medidos pela incorporacéo de Timidina
(3H TdR) no DNA das células, submetidos a uma exposicdo de 24 ou 48 hrs. Os
mesmos estimulos foram realizados com esplendcitos, que demonstraram baixa

atividade proliferativa quando comparado com os timdcitos (JIANG, et al., 1992).

5.6.3 Dosagens de Citocinas em Esplendécitos de Camundongos

Diante dos resultados obtidos com os testes anteriores, nos quais foi
comprovado a auséncia de citotoxicidade do EAMt e de sua alta capacidade
proliferativa, buscou-se compreender qual o perfil celular proliferativo desse

composto. As células imunes exercem suas atividades diretamente ou através da
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acdo de citocinas, que sdo as responsaveis em produzir uma resposta imunoldgica do
hospedeiro frente ao antigeno (JUNIOR, et al., 2010). Foi realizado entdo a

quantificacdo de citocinas atravées da técnica de Cytometric Bead Array System (CBA).

Apos a estimulacéo antigénica, os linfocitos proliferam-se e diferenciam-se em
subtipos efetores com caracteristicas proprias, os subtipos ThO/Th1/Th2/Th3, que sé&o
determinadas pelo perfil de citocinas produzidas e por suas propriedades funcionais.
As respostas Thl estimulam mecanismos de hipersensibilidade tardia, ativam
macréfagos e eliminam patdgenos intracelulares de forma eficaz. As células Th2 sao
mais eficientes em auxiliar a resposta imune humoral, ativam producdo de
imunoglobulinas e sdo importantes no combate aos patdogenos extracelulares. O perfil
Thl, é definido como pro-inflamatério e o perfil Th2, como anti-inflamatério. As
citocinas de ambos perfis se direcionam para o estabelecimento de sua respectiva via,
uma sempre prevalecera sobre a outra, deste modo, uma vez direcionada a resposta
imune para o perfil Thl, a via Th2 sera inibida, mas nunca sera nula (SOUZA, et al.,
2010).

7

Um outro fator importante a ser considerado é a presenca de uma Ulcera
gastrica em determinado organismo. A Ulcera géastrica é definida como uma lesdo
inflamatoria e o processo de cicatrizacdo envolve migracao celular, proliferacéo, re-
epitelizacdo, angiogénese e deposicdo matricial. A lesdo epitelial gastrica esta
intimamente relacionada a resposta inflamatdria celular e humoral ao agente
ulcerogénico, resultando numa resposta imune celular inicial ao organismo, a qual é
baseada no recrutamento de neutréfilos, seguida de linfécitos T e B, células

plasmaticas e macréfagos (TAHARA, 2008).

Para analisar a resposta imune in vitro induzida pelo EAMt nos diferentes
grupos experimentais, em esplendcitos de camundongos, foi quantificado os niveis
das citocinas TNF-qa, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17.

A producéo de IL-4 e IL-6 foi analisada em esplendcitos do grupo | tratados com
EAMt in vitro, e no grupo I, tratados in vivo e reestimulado in vitro com EAMt, quando
comparados em relacdo ao controle. IL-10 e IFN-y foram produzidos pelo Grupo II,
porém, a producdo de IL-10 foi induzida em niveis mais elevados no grupo Il em
relacdo ao IFN-y. Todos os estimulos apresentaram diferengas estatisticas em relagao

ao grupo controle, ndo estimulado (Figura 22).
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Figura 22 — A producédo de IL-4, IL-6 e TNF-a induzidas, in vitro (Grupo I), in vitro e in vivo
(Grupo II) pelo estimulo de EAMt.
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A expresséo de IL-10 e INF-y foi analisado em esplendcitos do grupo I, tratados
in vitro e reestimulado in vivo com EAMt, quando comparados em relacéo ao controle,
sem estimulo. IL-10 foi produzido com uma expressividade maior em relacdo ao INF-
y, todos os estimulos apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao grupo

controle, ndo estimulado (Figura 23).

Figura 23 — A producéo de IL-10 e INF-y induzidas in vitro e in vivo (Grupo Il) pelo estimulo
de EAML.
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TNF-a atua no processo inflamatério, recrutando leucdcitos para o local
inflamado, aumentando os niveis de citocinas e quimiocinas e ampliando a
cicatrizagdo das Ulceras cronicas. IFN-y responsavel pelo recrutamento leucocitario e
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estimulacdo de macrofagos, IL-2 induz a expansado clonal de células T, sendo
importante na diferenciagdo de células T CD4 + em subconjuntos efetores Thl e Th2.
A IL-6, desempenha um papel importante nas respostas imunes mediadas por células
T, atua como um cofator para a proliferacdo de células T e evita a morte celular, IL-10
inibe a producdo de moléculas pro-inflamatoérias e quimiocinas, como IL-1, IL-6 e IL-
8, TNF-a e IFN-y. IL-17 € uma citocina pro-inflamatdria produzida por células Th17 e
tem papel importante na resposta imune frente a certos patdogenos (SOUZA, et al,
2010; SUGIMOTO, et al, 2011; MELO, et al., 2010).

A mucosa gastrica responde ao agente agressor, como 0 acido acético, através
da producdo de citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-13, IFN-y, IL-6, IL-8, TNF-q,

0S quais estao todos envolvidos na resposta imune celular (SUGIMOTO, et al., 2009).

A maior expressividade de citocinas com perfil anti-inflamatorio, como a IL-10,
em relacdo a expressédo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, € considerado
um dos eventos responsaveis por agilizar o processo de cicatrizacdo da Ulcera
induzida por acido acético (MOORE, et al., 2001).

As citocinas IL-6 e TNF-a foram analisadas no plasma sanguineo dos animais
do Grupo lll, estimulados apenas in vivo com o EAMt, todos os estimulos
apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao grupo controle, ndo estimulado
(Figura 24). A presenca dessas citocinas de perfil pro-inflamatorio, permite a
elucidacdo do mecanismo de cicatrizacao da Ulcera gastrica. TNF- a atua no processo
inflamatorio, além de recrutar leucécitos para o local inflamado, aumenta os niveis de
citocinas e quimiocinas, e inicia o processo de cicatrizagcdo das Ulceras cronicas
(MOORE, et al., 2001).
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Figura 24 — A producéo de IL-6 e TNF-a induzidas in vivo (Grupo Il1) pelo estimulo de EAML.
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6. CONCLUSAO

Fundamentados nos resultados obtidos a partir da prospeccéo fitoquimica e da
avaliacdo da atividade antioxidante, podemos concluir que o extrato aquoso das

entrecascas de Mimosa tenuiflora apresentou consideravel atividade antioxidante.

O EAMt exibiu atividade antimicrobiana e bacteriostatica, apresentando
atividade frente a bactérias Gram-positivas e frente aos isolados sensiveis de P.

aeruginosa e S. aureus.

Relevante atividade gastroprotetora foi observada nos modelos ulcerogénicos
agudos induzidos por etanol, etanol/HCL e AINE. EAMt apresentou atividade
cicatrizante no modelo ulcerogénico crénico induzido por acido acético a 80%,
podendo estar associada ao perfil de citocinas expressos nos estudos
imunomodulatérios, em que o EAMt apresentou um perfil anti-inflamatério com caréater

de resolucéo pro-cicatrizante.

Diante da investigacdo do mecanismo de acdo desempenhando do EAMt, o
efeito gastroprotetor promovido é dependente da participacdo dos grupamentos
sulfidrilicos.

Pode-se concluir, entdo, que M. tenuiflora apresenta atividade gastroprotetora
possivelmente relacionada aos mecanismos citoprotetores e antioxidantes,
provavelmente provenientes da presenca dos metabdlitos secundarios tais como
flavonoides, compostos fendlicos e taninos, responsaveis pela inibicdo dos radicais

livres e por func¢des anti-inflamatdrias na mucosa gastrica.
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