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RESUMO

A Mimosa caesalpiniifolia (Sansdo-do-Campo) € uma espécie nativa da caatinga do
nordeste brasileiro que vem sendo estudada sobre sua potencial atividade anti-
inflamatéria e antidepressivo. O presente trabalho foi realizado com o intuito de
promover o perfil quimico e avaliagdo da atividade farmacolégica do extrato seco e da
fracdo acetato de etila obtido das folhas secas de Mimosa caesalpiniifolia. As folhas
foram coletadas no municipio de Alfenas-MG e submetidas a secagem, seguido de
divisdo em moinho de facas. O preparo do extrato seco foi realizado pelo método de
extragao utilizando a percolacao simples e a fragcdo obtida por parti¢céo liquido-liquido.
Parte da solugdo extrativa foi concentrada em rotaevaporador seguido de um
processo de secagem pela técnica de aspersdao com adicdo de diéxido de silicio
coloidal. O extrato seco (33,33%) apresentou um maior rendimento em massa quando
comparado ao rendimento da fragcao acetato de etila (19,67%). Os resultados quimicos
foram obtidos através da andlise por HPLC-PDA acoplado a um espectrémetro de
massas, possibilitando a verificagdo da presenca de acidos fendlicos, flavonoides
agliconas e glicosideos, além de taninos. O que corrobora com dados presentes na
literatura para o género Mimosa sp. Alguns compostos tiveram sua estrutura
determinada, onde foram identificados como catequina (m/z 288,97),
cassiaocidentalina A (m/z 560,75) e procianidina B2 [(epi)catequina—(epi)catequina;
m/z576,83)]. A avaliagao farmacoldgica in vivo foi conduzida com um total de 82 ratos
machos da linhagem Wistar que passaram pela cirurgia de ligadura e perfuragao
cecal, para a inducao do processo inflamatério. Apds uma semana da cirurgia, estes
animais foram tratados por 7 dias com o extrato seco e com a fragdo acetato de etila
e submetidos a avaliacao de testes comportamentais (campo aberto e nado forgado).
Constatou-se que os animais que foram submetidos ao tratamento nao apresentaram
resultados estatisticamente significativos, demonstrando que a agéo farmacoldgica
avaliada no ensaio ndo teve destaque neste tipo de experimento. Os grupos que
passaram por tratamento tiveram uma atividade locomotora agravada. Isso demonstra
que o comportamento do tipo depressivo que foi acentuado apds o tratamento
observado no teste de nado forcado e campo aberto dificulta maiores conclusdes
sobre a atividade farmacolégica avaliada. Sendo assim imprescindivel a busca por
novas hipéteses ou emprego de uma nova metodologia de estudo para avaliacao. Os
resultados encontrados com o estudo quimico contribuiram para o conhecimento da
espécie vegetal estudada. Por outro lado, ha necessidade de mais estudos para
fornecer uma melhor compreensao sobre a avaliagdo farmacolégica da Mimosa
caesalpiniifolia.

Palavras-chave: Sansao-do-Campo; acidos fendlicos; flavonoides; atividade anti-
inflamatéria.



ABSTRACT

Mimosa caesalpiniifolia (Sansdo-do-Campo) is a native species of the caatinga in
northeastern Brazil that has been studied for its potential anti-inflammatory and
antidepressant activity. The present work was carried out with the aim of promoting the
chemical profile and evaluation of the pharmacological activity of the dry extract and
the ethyl acetate fraction obtained from the dry leaves of Mimosa caesalpiniifolia. The
leaves were collected in the municipality of Alfenas-MG and subjected to drying,
followed by division in a knife mill. The preparation of the dry extract was carried out
by the extraction method using simple percolation and the fraction obtained by liquid-
liquid partition. Part of the extractive solution was concentrated in a rotary evaporator
followed by a drying process using the spray technique with the addition of colloidal
silicon dioxide. The dry extract (33.33%) showed a higher yield in mass when
compared to the yield of the ethyl acetate fraction (19.67%). The chemical results were
obtained through analysis by HPLC-PDA coupled to a mass spectrometer, enabling
the verification of the presence of phenolic acids, flavonoids, aglycones and
glycosides, in addition to tannins. This corroborates with data present in the literature
for the genus Mimosa sp. Some compounds had their structure determined, where
they were identified as catechin (m/z 288.97), cassiaocidentalin A (m/z 560.75) and
procyanidin B2 [(epi)catechin—(epi)catechin; m/z 576.83)]. The in vivo pharmacological
evaluation was conducted with a total of 82 male Wistar rats that underwent cecal
ligation and perforation surgery to induce the inflammatory process. One week after
surgery, these animals were treated for 7 days with the dry extract and the ethyl acetate
fraction and submitted to behavioral tests (open field and forced swimming). It was
found that the animals that were submitted to the treatment did not present statistically
significant results, demonstrating that the pharmacological action evaluated in the test
was not highlighted in this type of experiment. The groups that underwent treatment
had an aggravated locomotor activity. This demonstrates that the depressive-like
behavior that was accentuated after the treatment observed in the forced swimming
and open field test makes it difficult to draw greater conclusions about the evaluated
pharmacological activity. Therefore, the search for new hypotheses or the use of a new
study methodology for evaluation is essential. The results found with the chemical
study contributed to the knowledge of the plant species studied. On the other hand,
further studies are needed to provide a better understanding of the pharmacological
evaluation of Mimosa caesalpiniifolia.

Keywords: Sansao-do-Campo; phenolic acids; flavonoids; anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

Durante muitos anos, a medicina tradicional, limitou-se no uso de espécies
vegetais para tratamento e cura dos pacientes, concedendo ao ser humano, através
da experiéncia e observacao adquirida ao longo desses tempos uma grandiosa cultura
quanto a utilizacdo correta de plantas medicinais. Nos Ultimos tempos, com o
desenvolvimento cientifico e técnico foi possivel descobrir, identificar uma enorme
quantidade de componentes bioativos oriundos de espécies vegetais e seus métodos
de agao no tratamento de varias enfermidades (DE SOUZA et al., 2021; COLALTO,
2018).

O uso extensivo de plantas medicinais e medicamentos derivados de plantas
em culturas tradicionais em todo o mundo promoveu a incorporagdo de compostos
fitoquimicos para promocdo da saude e tratamento de doengas no mundo
contemporaneo (SOLEIMANI et al., 2022). As plantas utilizadas como remédios
tradicionais ainda sdo as maiores fontes de recursos terapéuticos mais Uteis do
planeta Terra, pois exercem uma atribuicdo importante na saiude de muitas culturas
antigas e contemporaneas (PAN et al., 2014; MACEDO et al., 2021).

As plantas desempenham um papel notdvel no desenvolvimento de
medicamentos devido a sua capacidade de biossintetizar metabdlitos secundarios
com bioatividades significativas (IBRAHIM et al., 2022). Desta forma, produtos
naturais e medicamentos tradicionais obtidos a partir de espécies vegetais tém
vantagens incomparaveis, como experiéncias clinicas abundantes e sua diversidade
Unica de estruturas quimicas e atividades bioldgicas que podem ser usadas na
concepgao e descoberta de medicamentos (RAO; HARAN; RAJPOOQOT, 2022; YANG
etal., 2017).

O conceito de fitoterapia origina do grego ‘“therapeia” e “phyton”, que
corresponde ao uso de plantas medicinais e de suas aplicabilidades na promocéao a
saude. Portanto, a fitoterapia € uma pratica terapéutica que utiliza as propriedades
medicinais das plantas para obter a cura de varias doencas. Trata-se de uma escolha
alternativa nos tratamentos em que se deseja 0 uso de produtos menos agressivos a
saude do paciente. Sendo assim, a fitoterapia vem crescendo progressivamente nos
ultimos anos, sendo reconhecida e ocupando um espaco importante na terapéutica.
(LEITE; CAMARGOS; CASTILHO, 2021).
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Segundo Arumugam e Watanabe (2017) as plantas tém sido empregues para
fins medicinais pelos seres humanos desde muito antes da sua historia ja registrada.
Isolamento, extracdo e purificacdo de drogas de plantas medicinais nos tempos
antigos atualmente levaram a compostos milagrosos existentes, que direta ou
indiretamente, aliviam a humanidade de problemas de saude. Embora a medicina
moderna tenha assumido o controle dos medicamentos fitoterapicos no tratamento de
doencas em humanos, o uso de fitoterdpicos expandiu nos ultimos anos em todo o
mundo, pois se acredita que sejam mais seguros do que os medicamentos modernos
com pouco ou nenhum efeito téxico.

O potencial da fitoterapia na area da saude foi estabelecido por
varios estudos fitoquimicos e farmacoldgicos. A eficacia de um medicamento pode ser
significativamente afetada pelo método de administracdo do medicamento. A lentidao
na eficacia de um tratamento sugere uma necessidade crescente de uma abordagem
especializada para a administracdo de medicamentos a alvos especificos no
corpo. Consequentemente, um sistema de administracdo de medicamento eficiente
que possa fornecer uma quantidade 6tima de medicamento ao local de acao deve ser
desenvolvido para que a medicina fitoterapica faca uma oferta bem-sucedida no
tratamento de véarias doencas humanas (NIGAM, 2021; ARUMUGAM E WATANABE,
2017).

A indispensabilidade de se encontrar novos compostos que possam atuar
contra as doencas anti-inflamatérias, tem levado aos pesquisadores a busca por
novas substancias. Como é de conhecimento que as plantas possuem excelente
fontes de novas drogas anti-inflamatérias, por terem uma ampla diversidade quimica
quando correlacionado com aqueles derivados de origem sintética. As plantas tém se
tornado um potencial instrumento de estudo cientifico devido as suas variadas
propriedades medicinais (NOVAIS et al., 2003; RIBEIRO et al., 2018).

O crescimento da expectativa de vida tem aumentado a demanda por novos
medicamentos para o tratamento de doencas crénicas com acao no trato digestério,
diabetes e doencas inflamatérias. O uso de extratos vegetais padronizados com
comprovada acao, qualidade e seguranga tem apresentado resultados extraordinarios
em pesquisas relacionadas ao tratamento dessas doengas (BILIA; BERGONZI, 2020;
FUMAGALI et al., 2008).

O enfoque quimico-farmacolégico integrado contribui para o desenvolvimento

de novos medicamentos fitoterapicos, fato consideravel para a diminuicdo da
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necessidade nacional a importacdo de farmacos e medicamentos” As industrias
farmacéuticas estdo a procura de substancias provenientes de plantas medicinais —
antes que seus “segredos” etnofarmacolégicos acabem. Além disso, a maioria dos
medicamentos sdo empregados apenas localmente, pois apenas muito pouco das
espécies conhecidas de plantas foram investigadas pela ciéncia. Um dos motivos é
que as plantas sdo bons laboratérios quimicos e fonte de fitoconstituintes com
incriveis variedades de atividades biolégicas (ASHRAFI et al., 2022; FUNARI et al.,
2014).

Avaliagdes farmacolédgicas, investigacdes fitoquimicas e evidéncias
toxicoldgicas, em conjunto, de uma determinada espécie vegetal podem nos levar a
descoberta de medicamentos com alta eficacia. Deste modo, pesquisas nas diversas
areas de estudo sao fundamentais para que seja aumentado os conhecimentos
referentes as plantas medicinais, bem como, seu mecanismo de agéo, quais sdo 0s
seus efeitos adversos, como seriam suas interagdes com novos medicamentos e
quais as estratégias mais apropriadas para o controle de qualidade e producao de
fitoterapicos, considerando as normativas das agéncias reguladoras (NOUREDDINE;
MOSTAFA; MANDAL, 2022; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Com a ascensao da ciéncia no desenvolvimento das técnicas cromatograficas
e de elucidacado estrutural possibilitou a segregacdo e o reconhecimentos dos
principios ativos de forma muito eficaz. Por conseguinte, a cromatografia liquida de
ultra-alta performance e a espectrometria de massa de alta resolugéo tem sido uma
das ferramentas amplamente utilizadas nos ultimos anos para analisar 0s
componentes de sistemas complexos como os extratos de plantas medicinais (ROZET
etal., 2012; ZHONG et al., 2022)

Dentre as substancias bioativas mais pesquisadas atualmente, estdo os
flavonoides, que tém o maior destaque no grupo de substancias fendlicas. Em
humanos, os flavonoides estao associados a uma ampla gama de beneficios a saude
decorrentes de suas propriedades bioativas, como propriedades anti-inflamatérias,
anticancerigenas, anti envelhecimento, cardioprotetoras, neuroprotetoras,
imunomoduladoras, antidiabéticas, antibacterianas, antiparasitarias e antivirais (DIAS;
PINTO; SILVA, 2021; ANTUNES-RICARDO et al., 2015).

A estrutura quimica dos flavonoides, particularmente a presenca de grupos
hidroxi, influencia a biodisponibilidade e a atividade bioldgica nos seres humanos. Os

flavonoides possuem um esqueleto de flavona basico de 15 carbonos, Cs-C3-Cs, com
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dois anéis benzénicos (A e B) ligados por um anel pirano de trés carbonos (C). A
posicao do anel B do catecol no anel C do pirano e 0 nimero e a posi¢cao dos grupos
hidroxila no grupo catecol do anel B influenciam a capacidade antioxidante dos
flavonoides. Os grupos hidroxi funcionais em flavonoides podem doar elétrons por
ressonancia para estabilizar os radicais livres e mediar a protecao antioxidante. Com
base na estrutura dos flavonoides, eles podem ser classificados em seis classes
principais, flavan-3-ols, flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas e antocianinas
(DIAS; PINTO; SILVA, 2021; SAMEC et al., 2021; D’AMELIA et al., 2018;).

Os flavonoides podem estar presente nas raizes, folhas, flores e frutos de
plantas naturais e possuem muitas caracteristicas, como atividade biol6gica multipla,
menos toxicidade e efeitos colaterais. (GU et al., 2022).

Uma das plantas nativas da caatinga do nordeste brasilero que apresenta em
suas folhas uma elevada capacidade de flavonoides é a Mimosa caesalpiniifolia
Benth. Estudos etnobotanicos forneceram evidéncias para o uso de Mimosa
caesalpiniifoliano tratamento de processos inflamatérios, doencas do trato
respiratério e hipertensao (DIAS SILVA et al., 2019).

O extrato hidroetandlico obtido a partir da casca do caule de Mimosa
caesalpiniifolia e suas fracoes de hexano e diclorometano, bem como, o acido
betulinico sozinho mostraram de moderada a alta atividade inibitéria contra célon,
ovario e células tumorais de glioblastoma (BRUNA et al, 2015). O extrato
hidroetandlico de inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia mostrou efeitos
hipotensivos e vasos relaxantes em ratos normotensos (SILVA et al., 2018). O extrato
etandlico das folhas de Mimosa caesalpiniifolia e suas fracdes de acetato de etila
exibiram atividade antioxidante e prevencao de danos oxidativos ao DNA em ratos
Wistar (SILVA et al., 2014).

De Lima et al. (2020), avaliou em seu trabalho os niveis de proteina TNF-a, IL-
6 e IL-10 em figados de ratos intoxicados com cadmio e tratada com a Mimosa
caesalpiniifolia. Os resultados obtidos revelaram que a Mimosa exerceu algum
potencial efeito anti-inflamatério em figados de ratos previamente intoxicados com
cadmio, pelo qual, foi evidenciado que os niveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 diminuiram em
figados de ratos tratados com a Mimosa caesalpiniifolia.

Outro estudo que foi conduzido por Dias Silva et al. (2019) teve por objetivo
avaliar a acao preventiva e/ou protetora de Mimosa caesalpiniifolia ap6s colite

experimental em ratos. Os resultados encontrados sugerem que a Mimosa
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caesalpiniifolia atenuou as lesdes do célon, reduziu a inflamacdo e modulou a
expressao de COX-2 e TNF-a durante a colite crénica induzida por TNBS quando
usado para fins terapéuticos de forma dose-dependente. Outros autores também
revelaram que a Mimosa suprimiu TNF-a em um modelo experimental de pancreatite
necrosante aguda (KAUR et al., 2016). Cruz et al. (2016) confirmou estas descobertas.

O estudo realizado neste trabalho deu continuidade nas pesquisas realizadas
por Dias Silva et al. (2019) empregando a técnica de secagem por aspersao para
obtencéo do extrato seco e da extracao liquido-liquido do extrato seco para obtencéo
da fracdo acetato de etila. Também foram feitas avaliagbes da atividade anti-
inflamatéria do extrato seco e da fracdo acetato de etila obtido das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia em ratos induzidos a processos inflamatoérios.

Deste modo, visa-se a importancia da continuidade do estudo quimico-
farmacolégico de Mimosa caesalpiniifolia, com o propdsito de comprovar seu uso

medicinal e suas caracteristicas farmacolégicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Realizar o estudo quimico e farmacoldgico do extrato seco e da fragao acetato
de etila obtido das folhas de Mimosa caesalpiniifolia (Mimosaceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sao objetivos especificos deste trabalho:

a) avaliar a perda de agua e/ou substancias volateis das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia;

b) determinar a granulometria do pé obtido das folhas de Mimosa caesalpiniifolia;

c) avaliar a técnica de secagem por aspersdao no processo de obtencao do
extrato seco e da fracdo acetato de etila obtida das folhas Mimosa
caesalpiniifolia;

d) realizar ensaios farmacolégicos utilizando o extrato seco e fracao acetato de
etila obtida das folhas da espécie para investigar o potencial da atividade anti-
inflamatéria e antidepressivo;

e) anotar os componentes fitoquimicos no extrato seco e na fracdo acetato de
etila obtida das folhas Mimosa caesalpiniifolia por HPLC-PDA e
espectrometria de massas;

f) contribuir para o conhecimento quimico e farmacologico da familia

Mimosaceae.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais representam uma fonte notavel no tratamento de varias
doencas humanas e tém desempenhado um papel fundamental na atencao primaria
a saude, oferecendo uma rica fonte de novos compostos bioativos na descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos. Elas sao atualmente o foco da pesquisa
moderna devido a sua grande diversidade quimica e bioldgica e por possuir uma
variedade de compostos com atividades biolégicas promissoras, uma ampla fonte
para aquisicao de moléculas ativas e insumos fitofarmacéuticos. Estas sdo analisadas
terapéticamente, na elaboracdo de muitos medicamentos, fornecendo explicacdes
para inumeras doengas. (BHAT et al., 2022; YANG et al., 2017)

As principais vantagens de usar medicamentos fitoterapicos s&o a
acessibilidade e geralmente menos efeitos colaterais ao ser humano. Os estudos de
pesquisa realizados em plantas medicinais sdo muito importantes para confirmar sua
qualidade, seguranca e eficacia (BHATTACHARYA, 2017). A necessidade urgente de
novos agentes terapéuticos de propriedades anti-inflamatérias com maior eficacia e
menos efeitos indesejados esta levando os pesquisadores a dar uma atencao especial
as plantas medicinais na busca de novos farmacos para o tratamento da inflamacao
(RIBEIRO et al., 2018).

As averiguagles cientificas com plantas medicinais envolvem varias areas
multidisciplinares, como a fitoquimica, que tem como propdsito o conhecimento,
isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos; a etnobotéanica e a
etnofarmacologia, que buscam referéncias a partir do conhecimento de diferentes
populacdes, e a farmacologia, que investiga os efeitos farmacolégicos de extratos,
fracbes e dos constituintes quimicos isolados a partir das plantas medicinais
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; RODRIGUES; OLIVEIRA, 2020).

A inclusao destas areas no estudo de plantas medicinais conduz a uma via
promissora e eficiente para descobertas de novos medicamentos tanto sintéticos
como fitoterdpicos. A imensa biodiversidade da flora brasileira, torna o Brasil uma
grande fonte potencial de plantas medicinais. Inimeros trabalhos estdo sendo
realizados no Brasil com o objetivo de embasar, cientificamente, a utilizacdo de

plantas como recurso terapéutico. Pois muitas espécies ainda sao usadas
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empiricamente sem respaldo cientifico quanto a qualidade, eficacia e segurancga.
Desta forma, grande parte das plantas nativas brasileiras ainda nao tem estudos para
permitir a elaboracdo de monografias completas e modernas (DE SOUZA et al., 2021)

As plantas medicinais representam uma alternativa de estratégias terapéuticas
importante para o ser humano devido as suas propriedades curativas, contribuindo de
forma significativa na descoberta de novos medicamentos e tratamentos. Os produtos
naturais de origem vegetal com atividade anti-inflamatéria sédo considerados uma fonte
importante para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Assim, muitos
pesquisadores tém despertado o interesse em investigar, conhecer e explorar os
efeitos de substancias naturais e plantas medicinais no tratamento dessa doenca.
Dentre as plantas que apresentam potencial atividade anti-inflamatoria destaca-se as
da espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth. (DE LIMA et al., 2020; RIBEIRO et al., 2018;
SILVA et al., 2014).

E dentro desse contexto que o Laboratério de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (LPMF) da UNIFAL-MG vem realizando trabalhos que envolvem estudos
empregando fitoquimica e atividade farmacoldgica de plantas que apresentem uso na
medicina tradicional em parceria com o departamento de Fisiologia Humana —
UNIFAL/MG e com a Universidade Estadual Paulista (Unesp/Campus Litoral Paulista
- S840 Vicente-SP).

3.2 Mimosa caesalpiniifolia (Mimosaceae)

A Mimosa caesalpiniifolia € uma planta nativa no Brasil vegetacao de Caatinga
e Cerrado e pertence a familia Mimosaceae, sendo amplamente encontrada em regiao
nordeste do Brasil. Esta espécie € popularmente conhecida como “unha-de-gato”,
“sabia”, “angiquinho-sabid”, “cerca-viva” e “sansdo-do-campo”, e apresenta uma
elevada capacidade para adaptacao e regeneracao do solo, além de ser tolerante para
solos acidos. E uma planta pioneira, decidua, heliéfita, com ocorréncia preferencial
em solos profundos, tanto em formacdes primarias quanto secundarias (BRUNA et al.,
2015; DIAS SILVA et al., 2019; SILVA et al., 2020).

De acordo com o Sistema de Classificacao de Cronquist, a posicao taxonomica
de Mimosa caesalpiniifolia obedece a seguinte hierarquia apresentada abaixo:

Divisao: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
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Ordem: Fabales

Familia: Mimosoideae (Mimosoideae)

Subfamilia: Fabaceae

Género: Mimosa

Espécie: Mimosa caesalpiniifolia Bentham

Sinonimia botanica: Mimosa caesalpiniifolia sensu Bentham;
Mimosa punctulata sensu Glaziou.

E usado nas praticas médicas tradicionais em tratamento de processos
inflamatorios, doencas bacterianas, parasitarias e fungicas (SILVA et al., 2014; DE
LIMA et al., 2020). Além disso, suas folhas secas ou verdes sédo frequentemente
utilizadas para consumo alimentar como forragem para ovinos, caprinos € bovinos,
uma vez que apresentam elevado conteludo de proteinas e minerais. Considerando
seu produto quimico composicdo, muitos triterpenos e compostos fendlicos foram
identificados a partir de varias partes (folhas, frutos, flores, galhos e cascas do caule)
de Mimosa caesalpiniifolia (BRUNA et al., 2015; PINHEIRO FERREIRA et al., 2021).

A parte quimica da Mimosa caesalpiniifolia Benth. encontra-se dentro em um
género para o qual ja foram relatados o isolamento e caracterizacdo de varias
substancias, como saponinas, alcaloides, terpenoides e, principalmente de
flavonoides (DIAS SILVA et al., 2019; MENG et al., 2009).

Os flavonoides identificados até entdo em espécies do género Mimosa,
apresentam-se na forma livre ou glicosilada. O quadro 1 apresenta varios compostos
fitoquimicos presentes em diferentes espécies do género Mimosa.

Os compostos fitoquimicos sdo amplamente conhecidos por suas atividades
medicinais. Metabdlitos primarios, como proteinas, lipidios e aminoacidos, sao
responsaveis por reacdes bioquimicas nas plantas, enquanto metabdlitos secundarios
(ou especiais), como saponinas, flavonoides, alcaloides, taninos, fendis e glicosideos,
protegem as plantas contra danos, defesa e desempenham um papel na melhoria de
sabor, cor e fragrancia. Os compostos fitoquimicos nas plantas estdo mais presentes
nas folhas, raizes e caules, e sua porcentagem varia em funcado das condicdes
ambientais, género da planta entre outros fatores. As plantas do género Mimosa sao
ricas nesses metabdlitos primarios e secundarios (QUADRO 1), por isso, as espécies
vegetais do género sado bastante conhecidas por seu potencial farmacoldgico
(RIZWAN et al., 2022).
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Quadro 1 - Comiostos fitoiuimicos de diferentes esiécies do iénero Mimosa icontinuaiéoi

Planta inteira

taninos condensados, procianidinas,

(KASHANI et al., 2012)

Extrato de folhas/Extrato
metandlico

alcalbides, glicosideos, terpendides e
aminoacidos

Mimosa prodelfinidinas
tenuiflora . fendis totais, taninos totais e taninos (OLIVEIRA et al., 2013)
’ condensados
Extrato de folhas/Extrato alcaloides, flavonoides, saponinas e (RACADIO, 2016)
etandlico triterpenos ’
o alcaloides, flavonoides, esteroides,
Extrg;?[rgfopel?;rt]aéllig:{)elra/ saponinas, fendis, taninos, glicosideos
cianogénicos e antocianinas
(RIZWAN et al., 2022)
flavonoides, alcaloides, proteinas,
Folhas/Extrato aquoso esterdides, taninos, saponinas e
terpendides
Mimosa pudica

(SHEEBA; GOMATHI; CITARASU,
2015)

Partes aéreas

alcaloides, saponinas, flavonoides,
terpendides e cumarinas

(TUNNA et al., 2015)

Extrato de raizes/Etandlico

proteinas, esterois, taninos, terpendides,
alcaloides, flavonoides e compostos
fendlicos

Planta inteira/Extrato aquoso

alcaloides, flavonoides e taninos

(PARMAR et al., 2015)
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Quadro 1 - Comiostos fitoiuimicos de diferentes esiécies do iénero Mimosa icontinuaiéoi

Extratos de folhas e
raizes/Extrato etandlico,
metandlico, éter de petrdleo e
acetona

flavonoides, alcaloides, terpendides,
carboidratos, saponinas, aminoacidos,
fendis, taninos, proteinas e esterdides

(RAMESH S; CHANDRAN GC;
KARTHIKEYAN K, 2017)

Folhas/Extrato de acetona,
etandlico e aquoso

tanino, terpendides, flobataninos,
esterdides, saponina e glicosideo

(MAHADEVAN et al., 2016)

Planta inteira/Extrato
metanolico

flavonoides alcaloides, saponinas,
terpendides, fenois, glicosideos, taninos

(RIZWAN et al., 2022)

€ cumarinas
. . . (NAGARAJAN;
Folhas e caule/Extrato saponlna?, re}ailﬁalmdfe:r,]ggvonmdes, SARAVANARARAJA: ARUNA
aquoso aninos e DEVI, 2015)
L e L . (NAGARAJAN;
Folhas e caule/Extrato magnésio, fosforot,, cs:gilglo, nitrogénio e SARAVANARARAJA: ARUNA
aquoso pota DEVI, 2015)
neoxantina, viola xantina, luteina,
Folhas licopeno, carotenos, tocoferol,

carotendides totais e vitaminas totais

Planta inteira/Extrato
etandlico

alcaloides, flavonoides, taninos, fenélicos
e esterdides

(RIZWAN et al., 2022)

Mimosa pigra

Extrato de raizes/ Extrato
etandlico

taninos, flobataninos, flavonodides,
triterpenos e saponinas

(KANAKASABAPATHI;
GOPALAKRISHNAN, 2015)

Folhas/ Extrato aquoso e
metandlico

flavonoides, quinonas, saponinas,
esterois e taninos

(ROSADO-VALLADO et al., 2000)
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Quadro 1 - Comiostos fitoiuimicos de diferentes esiécies do iénero Mimosa iconcluséoi

Extratos de plantas flavonoides, alcaloides, fitoesterdis,
Mimosa hamata | inteiras/Fracao etandlica e glicosideos, taninos, compostos (SAXENA et al., 2014)
metandlica fendélicos, saponinas e carboidratos,
Mimosa invisa Folhas/Extrato aquoso flavonas, glicosideos, saponinas (MANOSROI; ZARUWA;
9 alcaloides e taninos MANOSROI, 2011)
Mimosa albida | Planta inteira/ Extrato aquoso conteudo fendlico total (JIMENEZ et al., 2015)
Mimosa aldeidos derivados de lignina, cumarinas,
scabrella el el izl acidos fendlicos e flavonoides (SSRHELIO e el 207
Mimosa Extrato de caule/metanslico flavonoides, taninos, triterpenos e (CHOWDARY NANDIPATI et al.,
rubicaulis carboidratos 2014)

Fonte: Do autor (2023).
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A caracterizagéo quimica das folhas de Mimosa caesalpiniifolia foi realizada por
Silva et al. (2014) em seu trabalho de pesquisa, sendo que foram anotadas as
principais substancias bioativas. Entre as substéncias bioativas identificadas nas
folnas de Mimosa caesalpiniifolia, os flavonoides foram os mais abundantes. Por
conseguinte, os seguintes compostos bioativos que foram encontrados: catequina e
cafeoil-D-glucose no extrato alcodlico. Ja o galocatequina e catequina galato foram
identificados na fracdo de acetato de etila. Também anotou o &cido galico, acido
caféico, 5-cafeoilquinico acido e acido tartarico como os principais acidos organicos.
Além disso, éster contendo glicosideos flavonoides de acido p-cumarico, também
foram detectados.

3.3 SECAGEM POR ASPERSAOQ (SECAGEM POR ATOMIZACAO)

A técnica de secagem por aspersao produz pds secos a partir de liquido ou
pasta, secando rapidamente com um gas quente. Primeiro, 0 composto ativo é
disperso ou dissolvido em uma solucdo contendo o coadjuvante. Em seguida, essa
mistura € bombeada para o atomizador, dispersando o liquido ou pasta em um spray
de tamanho de gota controlado na camara de secagem contendo uma corrente de ar
quente. Em contato com minusculas gotas de spray, o ar quente evapora o solvente
e, consequentemente, ocorre a formagdo de microparticulas. As particulas sao
recolhidas no ciclone. Eles sdo ocos e do tipo matriz. Ou seja, 0 composto ativo é
distribuido por todo o volume da particula, na parede interna da casca formada, ou
mesmo na sua superficie. A técnica de secagem por aspersao tem boa eficiéncia de
encapsulamento e resulta em pds com alta dispersibilidade em agua (GOMES SA et
al., 2023).

Dentro desse quadro, varios autores relataram que a técnica que se destaca
na producao de extrato seco € a secagem por aspersao (spray drying). A tecnologia
de spray drying tem sido amplamente aplicada para fins de obtencdo de extrato
seco devido a sua facil escalabilidade, flexibilidade, baixo custo de processamento e
capacidade de produzir particulas com baixo teor de agua, aumentando assim sua
estabilidade microbiolégica com maior vida util garantindo assim eficacia, qualidade e
seguranca dos principios ativos fitofarmacéuticos (BASSANI et al., 2022).
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Para a secagem de extratos derivados de plantas, a selecéo e o uso adequado
de adjuvantes no processo de spray drying € uma fase de fundamental importancia,
visto que, determina a estabilidade e a qualidade dos mesmos. Varios adjuvantes
tecnoldgicos, incluindo maltodextrina, amido modificado, ciclodextrinas, goma arabica
e dioxido de silicio coloidal, sdo geralmente adicionados a solugdes extrativas antes
da secagem por aspersdo, a fim de melhorar o desempenho do processo e a
qualidade do produto (FERNANDES et al., 2014).

O dioxido de silicio coloidal (aerosil®) é um dos excipientes mais utilizados na
secagem por aspersao para solucdes extrativas vegetais, pois reduz a umidade
residual, bem como a higroscopicidade, otimizando as condi¢des de secagem

O aerosil® (dioxido de silicio coloidal), que apresenta elevada superficie
especifica, e alto poder adsorvente, tem sido amplamente empregado, apresentando
excelentes resultados na obtencdo de produtos secos por aspersdao a partir de
solugOes extrativas de diferentes espécies vegetais. O aerosil® tem a capacidade de
aumentar o tamanho das particulas para auxiliar no processo de secagem por
aspersao (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Os compostos bioativos, principalmente os compostos fendlicos, que séo
encontrados na folha de Mimosa caesalpiniifolia Benth. sdo facilmente propensos a
fenbmenos de degradacdo, sendo sensiveis a multiplos fatores ambientais, como
temperatura, pH, umidade, luz e oxigénio, que limitam muito seu campo de aplicagao
(SILVA et al., 2014, 2018; SOUZA et al., 2022).

Para melhorar a estabilidade dos compostos bioativos, preservar as
caracteristicas tecnoldgicas e preservar a maior concentracdo possivel dos
constituintes com atividade biolégica das folhas de Mimosa caesalpiniifolia Benth. é
fundamental a aplicacao de técnica de secagem correta na obtengéao do extrato seco.
Deste modo, no desenvolvimento e obtencao de extrato seco, a técnica de secagem
por aspersao (spray drying) foi a utilizada com intuito de se obter o pd (extrato seco)
com menor particula possivel, de tamanho mais uniforme, com maior concentragao

de constituintes quimicos e com melhores caracteristicas tecnoldgicas.
3.4 INFLAMACAO

A inflamacgéo é um processo envolvido na patogénese e progressao de varias

enfermidades. E uma resposta fisiolégica que protege nosso corpo contra danos aos
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tecidos ou microorganismos. A reacao inflamatéria visa restaurar o tecido afetado por
lesdo ou infec¢do (SILVA et al., 2018).

A historia de substancias analgésicas e anti-inflamatérias deu inicio com a
utilizacdo da decoccgédo de plantas contendo salicilato pelos antepassados médicos
gregos e romanos. Foram lancados para essa terapia ao longo dos ultimos 140 anos
os AINEs (anti-inflamatério ndo esteroidal). Eles sdo um grupo heterogéneo de
substancias sem propriedades quimicas uniformes (embora a maioria sejam acidos
organicos), mas, no entanto, possuem as mesmas a¢des farmacoldgicas e efeitos
adversos (WONGRAKPANICH et al, 2018). Em geral, suas atividades estao
associadas com o impedimento da enzima ciclooxigenase (COX), que leva a inibicao
de prostaglandinas e tromboxanos. Duas isoformas de COX (COX-1 e COX-2) estéo
caracterizadas em mamiferos, a acdo anti-inflamatéria dos AINEs esta caracterizada
pela inibicdo da COX-2, cuja expressdo € induzida na maioria dos tecidos,
principalmente durante uma resposta inflamatéria (SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004;
WONGRAKPANICH et al., 2018).

Para evitar os efeitos adversos que podem ser desencadeados no decorrer do
processo inflamatério sao utilizados farmacos anti-inflamatérios, tais como os anti-
inflamatoérios ndo esteroidais e os glicocorticéides, que atuam impedindo a formacgao
de mediadores inflamatérios e o desencadeamento de um processo inflamatorio
(MARMITT et al.,2015; NOOREEN et al., 2022). No entanto, o uso prolongado desses
farmacos pode levar ao progresso de alguns efeitos contrarios, muitas vezes graves,
podendo conduzir a complicacées sérias a vida de quem utiliza esses farmacos,
tornando dessa forma a busca por outras possibilidades mais seguras e eficazes (JHA
et al., 2018). Diante desse cenario, as plantas medicinais sdo enorme aliadas, visto
que o uso delas na medicina tradicional para tratamento de enfermidades e prevencéao
de doencas € uma das praticas mais antigas conhecidas pelo ser humano, além de
ser outro caminho de maior acesso a populagdo, tornando assim importantes
pesquisas utilizando espécies vegetais (HAYTA; POLAT; SELVI, 2014; MOEINI et al.,
2022).

Flavonoides, polifendis, proantocianidinas, alcaloides, terpendides e os
compostos esterdides sao geralmente responsaveis pelas atividades anti-
inflamatérias dos extratos vegetais. Estes metabdlitos secundarios atuam em
diferentes alvos envolvidos na via inflamatéria. Varios flavonoides sao relatados como

possuidores de atividade anti-inflamatéria tanto in vitro quanto in vivo. Varios
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mecanismos de acao sao propostos para explicar a acao anti-inflamatéria in vivo, no
entanto, elas nao sao totalmente esclarecidas. O alvo principal para atividade anti-
inflamatoria € a inibicdo de enzimas geradoras de eicosandides, incluindo fosfolipase
A2, ciclooxigenases (COXs) e lipoxigenases, levando a reducéo de prostandides e
leucotrienos (POTENZA et al.,, 2021). Outros mecanismos incluem inibicdo da
liberacdo de histamina, fosfodiesterase, proteinas quinases e ativagcdo de
transcriptases (RIBEIRO et al., 2018).

3.5 INFLAMAGCAO E DEPRESSAO

A depressdao € uma doenga comum que limita de maneira grave o
funcionamento psicossocial do ser humano. E a quarta principal causa de
incapacidade de longo prazo em todo o mundo, afetando cerca de 350 milhdes de
pessoas em todo o mundo, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(DAl et al., 2022; MALHI; MANN, 2018). Além disso, a depressao é um dos distarbios
neuropsiquiatricos mais graves, representando 40,5% de todos os anos de vida
ajustados por incapacidade causados por patologias mentais (DAl et al., 2022;
WHITEFORD; FERRARI; DEGENHARDT, 2016).

Segundo Dai et al. (2022) uma série de fatores pode conduzir para o episddio
da depressdo, incluindo estresse psicolégico e conflito, fatores genéticos,
imunolégicos e ambientais, dentre os quais o estresse é um fator primordial para o
aparecimento da depressao.

A fitoterapia vem sendo empregada cada vez mais no tratamento de varias
doencas, incluindo a depressao. Deste modo, aumenta cada vez mais o interesse de
pesquisadores quanto ao uso de produtos naturais para o tratamento da depressao.
Os fatores que despertam o interesse dos estudiosos nas plantas medicinais € devido
ao fato de obter medicamentos com acessibilidade a populacéo, devido, muitas vezes,
da ineficacia dos medicamentos tradicionais, bem como, seus efeitos colaterais, além
da falta de medicamentos disponiveis no mercado (DAI et al., 2022; TAHSIN et al.,
2021).

Diversos experimentos com animais e ensaios clinicos randomizados estdo
acontecendo nos ultimos anos com o objetivo de ratificar os efeitos antidepressivos
de muitos medicamentos fitoterapicos ou produtos naturais. Essas verificacdes

fornecem uma fundamentacao cientifica e uma direcao de pesquisa para apoiar 0 uso
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tradicional de medicamentos fitoterapicos. Para melhor compreender os potenciais
efeitos da administracdo dos produtos naturais e desenvolver um medicamento
promissor com elevada eficacia e baixa toxicidade para o tratamento da depresséo
induzida pelo estresse, cada vez mais investigacdes cientificas no que diz respeito a
pesquisa de produtos naturais com atividades antidepressivas devem acontecer (DAI
et al., 2022).

Existem diversas hipéteses relacionadas com a fisiopatologia da depressao.
Uma das hipdteses é que citocinas pré-inflamatérias e, processos inflamatorios em
geral, possam influenciar o comportamento, prazer e bem estar, pela inducado da
neuroinflamacao (CARLESSI et al., 2021).

Ha também a ideia que a depressdo esteja associada a redugcédo de
monoaminas como a noradrenalina, dopamina e serotonina ao nivel da fenda
sinaptica. Este ato ocorre devido a reducéo da sintese de receptores serotoninérgicos
do tipo 5-HT, e aumento da expressdo da enzima responsavel pela metabolizacdo
destas monoaminas (MAO - Monoamina oxidase), fato intimamente relacionado a
inducao de sintomas depressivos (ALMEIDA; HENNA NETO; SILVA, 2021; TAN et al.,
2022).

A comunicacgéao entre o sistema imunoldgico e o cérebro € importante para que
0 organismo hospedeiro se envolva em comportamentos de defesa temporarios e
especificos. Como, por exemplo, a reducdo das atividades locomotoras e
exploratérias, retraimento social, anorexia e anedonia, que juntos sdo conhecidos
como comportamento doentio (MAZUCO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020; REIS et
al., 2022). Além disso, a inflamagédo costuma ser acompanhada de manifestacoes
térmicas, como febre (BLOMQVIST; ENGBLOM, 2018; REIS et al., 2022). Embora a
inflamacao seja uma reacao adaptativa a diferentes estimulos nocivos, em condicoes
crénicas como a sepse, pode causar graves disfuncdes de mudltiplos 6rgaos e,
consequentemente, disturbios neuroldgicos e morte. Portanto, é importante descobrir
novos agentes multi alvo, néo téxicos e altamente potentes para uso terapéutico em

diferentes doencas humanas relacionadas a inflamacgéo (REIS et al., 2022).

3.6 SEPSE

A sepse € um processo inflamatério desencadeado pela presenca de infeccéao

ou dano tecidual causado por bactérias ou endotoxinas, e tem como resposta a
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liberacdo de citocinas na corrente sanguinea, que proporciona uma resposta
inflamatéria sistémica (UTIGER et al., 2021).

Quando acontece algum dano ao tecido, ha a formacdo de mediadores
inflamatorios e a ativagéo de células pré-inflamatérias, pelos receptores do tipo Toll
(TLRs), que induzem a pré-interleucina 1 beta (IL-1B), que, através dos receptores do
tipo NOD (NRL) faz com que haja a formagédo de inflamassomas, resultando na
ativacao da caspase-1, enzima muito importante para a regulagao celular, a apoptose
e para o processo inflamatério como um todo. Além disso, ocorre o processamento de
IL-1, ativando a via fator nuclear kappa B (NF-kB), que é de extrema relevancia na
inflamacédo. Endotoxinas também sao liberadas e induzem a resposta imune pro-
inflamatéria (CINEL; OPAL, 2009; DICKSON; LEHMANN, 2019; QIAO et al., 2022).

Assim, a inducao da sepse experimental é feita a partir da técnica de ligagéo e
perfuracao cecal (CLP - do inglés, cecal ligation and puncture), em que se faz uma
ligadura e determinadas perfuragcdes no ceco. Barichello et al. (2007) em seu trabalho
de pesquisa sugeriu que ha uma ligacao entre o0 comportamento desenvolvido pelos
animais que passam por essa cirurgia € o comportamento depressivo em humanos,
visto que ambos estdo associados a mediadores de inflamacao, sendo principalmente,
TNF-a, IL-1, IL-6 e proteina C reativa altamente expressos em pacientes depressivos.
Estudos mostram que estes mediadores sao produzidos através da ativacao de
monacitos, e sdo extremamente importantes para induzir a resposta inflamatéria tardia
(CINEL; OPAL, 2009; QIAO et al., 2022).



34

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Foram coletados as 08 horas, do dia 02 de dezembro de 2020, no sul do Estado
de Minas Gerais, proximo ao Alfenas Ténis Clube, municipio de Alfenas, sob as
coordenadas geograficas 21°25'37.3”S e 45°55°45.8”W as folhas da espécie Mimosa
caesalpiniifolia Benth. Para evitar a influéncia da variacdo sazonal sobre os
componentes quimicos presentes nas folhas frescas da espécie vegetal a coleta do
material teve seu horario estabelecido no periodo da manha.

Os dados de coleta e as coordenadas do local foram fornecidos pelo Prof. Dr.
Marcelo Aparecido da Silva, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

Figura 1 - Local de coleta das folhas de Mimosa caesalpiniifolia
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4.2 DEPOSITO DAS EXSICATAS

A exsicata da espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth. foi depositada e registrada
no Herbario da Universidade Federal de Alfenas, campus Alfenas-MG, sob o numero
de registro 3062. A espécie foi identificada anteriormente pelo professor Dr. Geraldo
Alves da Silva, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNIFAL-MG) e pelo

professor Dr. Marcello Pollo, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (UNIFAL-MG).

Figura 2 - Exsicata de Mimosa caesalpiniifolia depositada no Herbario da
Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG sob o numero 3062

Fonte: Do autor (2023).

O presente trabalho foi cadastrado (n® A8079A6) no Sistema Nacional de
Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) —
Ministério do Meio Ambiente, Brasil — em concordancia com os termos da Lei n°
13.123/2015 e seus regulamentos.
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4.3 SECAGEM E MOAGEM DO MATERIAL VEGETAL (FOLHAS)

As folhas coletadas da espécie vegetal foram previamente separadas e
dispostas em camadas finas, sendo submetidas a secagem em estufa de circulacédo
e renovagao de ar (Solab® SL 102), a 45°C, até o peso constante. A temperatura da
estufa foi controlada por meio de termostato e de termémetro, os quais garantiram a
homogeneidade no processo de secagem (SILVA et al., 2012, 2018).

Apdbs a secagem, 0s materiais vegetais passaram por uma divisdo, seguida
pela pulverizacdo em moinho de facas (Créton® TE-625-TECNAL). O p6 obtido foi
pesado e armazenado em frascos de vidro ambar devidamente vedado, identificado e

rotulado.

4.4 DETERMINACOES DA PERDA POR SECAGEM DAS FOLHAS

Cerca de 8 g de cada material vegetal fresco foram colocados para secagem
em estufa de ar circulante a temperatura de 45°C. A perda de agua e compostos
volateis foram monitorados por pesagens consecutivas, até que o peso ficou
constante. Os resultados foram expressos em perda de substancias volateis e/ou de
agua percentual, pela média de trés determinacdes. As amostras foram pesadas em
um tempo pré-estabelecido, de 6 em 6 horas (SILVA et al., 2012, 2018).

4.5 DETERMINAGCAO DA GRANULOMETRIA DAS FOLHAS

O pd que foi obtido, apdés a moagem, foram padronizados quanto aos seus
tamanhos médios de particula, segundo os critérios especificados pela farmacopeia
brasileira, 62 edicdo (ANVISA, 2019). Para isto, foram utilizados tamises de malhas
250, 355, 500, 710 e 850 um, do menor para o maior diametro, e um agitador
eletromagnético Bertel®.

Inicialmente foi feita a regulagem do reostato, na finalidade de calibrar a
intensidade da vibracdo. Para isto, 30 g do pd a ser analisado foi colocado no tamis
mais fino da série escolhida e efetuou-se a tamisacdo com o conjunto de 6 tamises
selecionados, nas intensidades de vibracao 1, 3, 5, 7 e 9, durante 2 minutos. De posse
desses dados, a vibragao foi regulada de acordo com o peneiramento que apresentou

o melhor rendimento; no caso, foi escolhida a vibragdo de numero 5 para o material
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vegetal. Com a vibragao ja pré-selecionada, 100 g da amostra foi pesada e transferida
para o tamis de malha 850 um e submetidos a vibragao por 15 minutos. Apés o término
do tempo, as amostras retidas em cada tamis foram removidas, transferidas para um
papel impermedavel e pesadas.

Em seguida, os tamanhos médios das particulas foram mensurados e a
distribuicao das particulas foi expressa pela referéncia a abertura nominal da malha
dos tamises utilizados. Para o calculo do tamanho médio das particulas (Tm) foi
utilizada a seguinte expressao, dada por Ansel, Popovich e Allen Jr (2000):

Tm = [ (% retida) x (abertura média)]/ 100  (Eq. 1).

4.6 EXTRATO SECO OBTIDO DAS FOLHAS DE Mimosa caesalpiniifolia

O preparo do extrato seco das folhas de Mimosa caesalpiniifolia foi realizado
no Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e no Laboratério de
Farmacognosia do Departamento de Alimentos e Medicamentos da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL-MG, Unidade |, Campus Sede.

Para obtencéo do extrato bruto submeteu 371,73 g da droga vegetal obtida ao
método de extracdo exaustivo de percolacado simples desenvolvido segundo Prista,
Alves e Morgado (2008). O processo teve inicio com o intumescimento prévio do pé
com o solvente de escolha para extracao (etanol 70% (v/v)), até que atingisse a textura
suficientemente ideal para compactar sem encharcar. ApOs esse periodo, o
percolador foi empacotado com a mistura de pé + etanol 70% (v/v) da forma mais
homogénea possivel, evitando a formacao de bolhas ou de caminhos alternativos
dentro do percolador. O liquido extrator foi adicionado aos poucos, até cobrir a
superficie do pd, e a mistura foi deixada em maceracao por 48 horas. Apds este
periodo, procedeu-se a percolacdo com o gotejamento na frequéncia de vazao de 1-
2 mL/min. Obteve-se aproximadamente 1200 mL de solugédo extrativa (percolado)
apds o processo de extracao.

Uma parte da solugao extrativa (400 mL correspondente a 82,35 g do extrato
bruto) foi concentrada em rotaevaporador (Fisatom® 801), a temperatura de 50°C.
Posteriormente, foram submetidos ao processo de secagem pela técnica por spray
drying que é também conhecida como secagem por aspersao, no qual um liquido, seja

solucdo, suspensao ou emulsdo, é transformado em pdé em uma operacao continua
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composta pela pulverizagdo deste liquido seguida de secagem do solvente
(POOZESH; BILGILI, 2019).

A secagem por atomizagéo foi conduzida em um mini spray dryer da marca
Blchi e modelo B-290, com capacidade maxima de secagem de 1,0 litro por hora.
Com bico atomizador integrado de duplo fluido com 0,7 milimetro de diametro. O
atomizador de secagem Buichi B-290 funciona segundo o principio da corrente de ar
e de produto em sentido concorrente. O processo envolveu a atomizacao da solucao
extrativa em pequenas goticulas dentro de uma camara de secagem por onde passou
um fluxo de ar quente. Essas goticulas foram secas pelo ar, transformando-se em
pequenas particulas sélidas.

Estes testes foram realizados a temperatura de entrada do ar de secagem de
130°C e temperatura de saida 75-80°C, com vazdo de alimentacao de 10 mL/h
(controlado por bomba peristéltica) e aspiragcdo de 80%, com adi¢édo de Aerosil 200°,
usado como adjuvante de secagem. Foram adicionados 2,5 g (32,05%) do Aerosil
200® em cada 100 mL de extrato concentrado.

As condicdes de secagem foram pré estabelecidas com o intuito de otimizar o
rendimento no processo de secagem, garantir a menor porcentagem de umidade no
extrato, aumentar o indice de solubilidade do extrato em &gua e ter mais uniformidade
no tamanho médio de particulas.

O rendimento do extrato seco foi calculado pela expressao: Rendimento (%) =
(Mes/Mmv) x 100 (Eq. 2), em que Mes € a massa de extrato seco ao final do processo
(g) e Mmv é a massa de tomada de ensaio do extrato bruto (g).

Apbs a obtencdo do extrato seco, os produtos foram acondicionados em
frascos ambar, devidamente rotulados e mantidos em geladeira, para posterior uso

nos ensaios farmacoldgicos.

4.7 FRACAO ACETATO DE ETILA OBTIDO DO EXTRATO SECO DAS FOLHAS
DE Mimosa caesalpiniifolia

O preparo da fragdo acetato de etila obtido do extrato seco das folhas de
Mimosa caesalpiniifolia. foi realizado no Laboratério de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos e no Laboratério de Farmacognosia da UNIFAL-MG, Unidade |, Campus
Sede.
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Para obtencao da fracao acetato de etila 15 g do extrato seco foi dividida em
trés partes de 5 g, sendo que, cada parte foi dissolvida em agua (300 mL) e
particionada com 200 mL de acetato de etila por cinco vezes. Ap6s o procedimento
de particdo, obtendo a fracdo organica do particionado. O solvente organico volatil foi
submetido a evaporacao por rotaevaporador e posterior secagem dentro de capela de
exaustao sobre aquecimento em chapa na temperatura de 35°C.

O rendimento da fracdo acetato de etila obtida do extrato seco foi calculado
pela expressdo: Rendimento (%) = (Mfacet/Mes) x 100 (Eq. 3), em que Mfacet é a
massa da fracdo acetato de etila obtida do extrato seco ao final do processo (g) e Mes
€ a massa de tomada de ensaio do extrato seco (g).

Apés a obtencgao da fracdo acetato de etila, os produtos foram acondicionados
em frascos ambar, devidamente rotulados e mantidos em geladeira, para posterior

uso nos ensaios farmacologicos.
4.8 AVALIACAO DO ESTUDO FITOQUIMICO

4.8.1 Preparo da amostra

Com o objetivo de realizar uma triagem fitoquimica, realizou-se um "fingerprint"
para a caracterizacao quimica no extrato seco e na fracao acetato de etila das folhas
de Mimosa caesalpiniifolia.

As amostras foram preparadas em pequena escala para analise da composicao
quimica. As amostras foram submetidas a etapa de clean-up por extragdo em fase
sélida (SPE) em cartucho de fase reversa C1s com 500 mg (45 pm, Chromabond®). O
cartucho foi previamente ativado com MeOH (4,5 mL) e equilibrado com H20 (4,5 mL)
e MeOH/H20 (85:15, v/v) (4,5 mL). As amostras (10 mg) foram previamente
solubilizadas em 1,5 mL da solugdo MeOH/H20 (85:15, v/v), carregado no cartucho e
eluido com a mesma proporcao de fase movel. Apds a secagem, 2 mg de amostra foi
ressuspendida em 2 mL de uma solugado MeOH/H20 (1:1, v/v) fornecendo uma
solugdo com uma concentracdo de 1 mg/mL. Ao fim, a solucédo foi filtrada em filtro
PTFE Millex® com tamanho de poro 0,22 um.
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4.8.2 Perfil cromatografico por HPLC-PDA

O perfil quimico cromatogréafico das amostras foi realizado em um sistema LCQ
FLEET, Thermo Scientific®, Waltham, MA, USA. Sistema Accela, acoplado a um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com sistema quaternario de bomba
e injetor automatico com detector de arranjo de diodos. As amostras foram analisadas
no laboratério do Instituto de Biociéncias da Unesp, Campus do Litoral Paulista, Sdo
Vicente.

4.8.3 Espectrometro de massas

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrémetro de massas LCQ
FLEET da Thermo Scientific®, equipado com um dispositivo de insercio direta da
amostra via andlise por injecdo em fluxo continuo (FIA). O extrato seco e a fracao
acetato de etila foram analisadas no modo de ionizacao por electrospray (ESI) e as
fragmentacdes em multiplos estagios (MS2, MS3) realizadas em uma interface do tipo
ion-trap.

As separagdes em HPLC foram conduzidas em uma coluna Hypersil Gold™
de fase reversa Cis (50 mm x 2 mm i.d., 2 um). O volume de injecéo foide 5 uL e a
vazdo de 1 mL.min"'. Para a eluicdo das amostras foi utilizado um gradiente linear
com uma fase moével composta por agua acidificada com 0,1% de acido férmico
(solvente A) e metanol (solvente B), de 5 a 40% (B) em 8 min e 40 a 100% (B) em 3
min. A voltagem de ionizacéo foi de 4,5 kV, do capilar foi ajustada para 11 V e a
temperatura do capilar para 275°C. Os experimentos de fragmentacdo foram
realizados por dissociacao induzida por colisdo (CID) e foram executados no modo
auto MSn (fragmentacéo inteligente) usando o modo UltraScan para aquisicdo de
MS/MS e um aumento de energia de colisao com a maxima amplitude de
fragmentacao definida para 60%. A faixa de aquisicdo foi de m/z 100-1500. Os
espectros de massas foram adquiridos no modo positivo e negativo e processados no
software DataAnalysis. As analises foram realizadas no laboratorio do Instituto de
Biociéncias da Unesp, Campus do Litoral Paulista, Sdo Vicente.
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4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA

O extrato seco e a fracao acetato de etila foram enviados para o Departamento
de Fisiologia - UNIFAL/MG, e os ensaios farmacologicos foram avaliados pela
supervisao do Prof. Dr. Alexandre Giusti Paiva.

4.9.1 Animais

Foram utilizados ratos adultos machos (6 semanas), da linhagem Wistar,
pesando entre 200 e 300g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de
Alfenas-MG. Os animais ficaram em ambientagdo no laboratério por 7 dias e tiveram
livre acesso a agua e alimento (racéo peletizada normoproteica) e foram mantidos a
temperatura de 23 + 2°C, em fotoperiodo definido de 12 horas, com as luzes acesas
as 07:00.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais da Universidade Federal de Alfenas, sob o numero de registro
0033/2020.

4.9.2 Farmacos

No processo de cirurgia de ligacao e perfuracao cecal alguns farmacos foram
utilizados no procedimento experimental. Sao eles: Pentabibtico (Ford Dodge Saude
Animal LTDA), Tramadol (Distribuidora de Produtos Farmacéuticos Valle Med Ltda),
Ketamina (Distribuidora de Produtos Farmacéuticos Valle Med Ltda), Xylazina
(Distribuidora de Produtos Farmacéuticos Valle Med Ltda), solucédo fisioldgica 0,9%
(Isofarma) e Alcool Clorexidina 0,2% (Isofarma).

4.9.3 Cirurgia de ligacao e perfuracao cecal

Apos 7 dias de ambientacdo dos animais no laboratorio, foi realizada a cirurgia
de ligacao e perfuragao cecal. Os animais do grupo controle (SHAM) passam pela
cirurgia, mas nao passam pelo procedimento de ligadura e perfuracéo, e, os animais
CLP passam pelo procedimento, no qual é feita uma ligadura préxima a valvula ileo-
cecal e a extremidade final do ceco € perfurada.
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Os animais foram sedados inicialmente com Ketamina (80 mg/Kg) e Xylazina
(30 mg/Kg), administrados conjuntamente via intraperitoneal (I.P.), e analgesiados
com Tramadol (12,5 mg/Kg) via subcuténea (S.S.). ApGs a anestesia total do animal,
foi realizada a tricotomizagao e assepsia da regido inferior do abdémen com alcool
clorexidina 0,2%. O local cirdrgico e o material utilizado na cirurgia também foram
esterilizados, a fim de reduzir a contaminagéo (OLIVIERI et al., 2018).

O acesso ao ceco e ao intestino adjacente foi realizado através de uma
laparotomia mediana, de cerca de 2 cm. Em seguida, o ceco foi exposto e ligado com
uma sutura de seda (3,0 cm) na sua base, abaixo da valvula ileocecal, onde foi
perfurado duas vezes com uma agulha calibre 18G. O ceco foi exposto e espremido
delicadamente para extrudar uma pequena quantidade de fezes através da
perfuracdo. Em seguida, o ceco foi levado novamente a cavidade abdominal e a
laparotomia foi fechada em quatro pontos com sutura de fio de seda (4,0 cm). Os
animais do grupo controle (SHAM) tiveram o ceco exteriorizado e retornado ao
abdémen e posteriormente, a cavidade abdominal suturada conforme mencionado
(figuras 3 e 4) (OLIVIERI et al., 2018).

Figura 3 - Modelo experimental de sepse por ligacdo e perfuracao cecal (CLP)

Valvula ileocecal

Ceco b
Local de Local da
ligadura perfuracdo

Fonte: Adaptado de BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005.

Legenda: A figura 3 representa o ceco (em detalhe) exposto por laparotomia. Em (a), temos a juncao
entre o intestino delgado e o grosso (ceco). Em (b), a por¢do do ceco que é parcialmente
ligado (sem que haja obstrugao) e perfurado.
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Figura 4 - Demonstracdao do procedimento cirdrgico de ligacdo e perfuracdo cecal
(CLP)

Fonte: Do autor (2023).

A figura 4 demonstra os procedimentos da técnica de ligadura e perfuracao
cecal. O animal é inicialmente anestesiado, sedado e fixado em uma cama térmica,
utilizada para controlar a sua temperatura corporal durante a cirurgia (A). Em seguida,
uma abertura cirurgica da cavidade abdominal (laparotomia) mediana é feita no
abddmen através de incisdes nos tecidos epidérmico e muscular (B). Na sequéncia, o
ceco € exposto pela laparotomia (C) e o mesentério cortado (D). Para que haja uma
quantidade consideravel de conteudo cecal para ser extrudado, 0 mesmo € empurrado
em dire¢do a porcao final do ceco. Uma haste flexivel é posicionada abaixo do ceco,
a fim de impedir a interrup¢éo do fluxo da valvula ileocecal (F). A ligadura cecal é
realizada (G) e a haste é removida (H). A regido inferior do ceco é perfurada duas
vezes (I), em por¢cées menos vascularizadas, para evitar hemorragia (J). O ceco é
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entdo espremido delicadamente para extrudar o conteudo cecal (J) e devolvido a
cavidade abdominal (K). Para finalizar, a musculatura e a pele sdo suturadas. E
recomendado deixar uma por¢éo adicional de linha de sutura para que o animal possa
roer, impedindo o rompimento dos pontos antes da cicatrizagao completa (L).

Imediatamente ap6s ao término da cirurgia, todos animais SHAM e CLP
receberam em dose Unica: solugcdo fisiologica (NaCl) 0,9% (50 mL/Kg) via
intraperitoneal (I.P.) e Pentabidtico (0,01 mL/100 g) via subcutanea (S.C.). Além disso,
24 horas ap0s a cirurgia, os animais foram analgesiados novamente com Tramadol
(12,5 mg/Kg). Os animais foram alocados individualmente em caixas de acrilico de
formato retangular (30 cm x 19,5 cm x 12 cm), permanecendo pelo periodo de 7 dias.
Para minimizar a variabilidade entre diferentes experimentos, o procedimento cirurgico
foi realizado pelo mesmo pesquisador. (OLIVIERI et al., 2018; RITTIRSCH et al.,
2009).

Tabela 1 - Grupos experimentais (animais Sham e CLP) 07 dias ap6s a cirurgia de

ligagéo e perfuracao cecal

. ] Numero de animais por
Grupos Dias ap6s a CLP grupo
Sham 07 08
C-VCLP 07 08
C+VCLP 07 08
Ex30CLP 07 08
Ex100CLP 07 08
Ex300CLP 07 08
FrAc10CLP 07 08
FrAc30CLP 07 08
FrAc100CLP 07 08

Fonte: Do autor (2022).

Apés 7 dias da cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal e consequente
recuperacdo, os animais foram divididos em 9 grupos experimentais. Todos os
animais (excecao dos animais do grupo SHAM) foram submetidos a um tratamento
uma vez ao dia por um processo de gavagem durante o periodo de 7 dias.

As concentracbes (dosagem) e o método de administracdo dos grupos
experimentais foram definidos com base em estudos comportamentais, endocrinos e

neuroquimicos anteriores (REIS et al., 2022).
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O grupo 1 foi o controle SHAM que é um controle para o experimento
laboratorial. Na sequéncia tivemos mais dois grupos controles, positivo e negativo. O
grupo controle negativo recebeu por gavagem a solugdo decarboximetilcelulose 1%
em agua que € o veiculo para administracao do extrato seco e da fragcdo acetato de
etila. Os animais do grupo controle positivo receberam a administracdo do
medicamento amitriptilina na concentragao de 25 mg/Kg/dia.

Os animais do grupo de 4 a 6 foram tratados com diferentes concentracdes do
extrato seco das folhas de Mimosa caesalpiniifolia Benth. O grupo 4 foi tratado com o
extrato seco na concentracao de 30 mg/Kg, grupo 5 foi tratado com o extrato seco na
concentracao de 100 mg/Kg e grupo 6 foi tratado com o extrato seco na concentracao
de 300 mg/Kg.

Por fim, os animais do grupo de 7 a 9 receberam a administragcédo de diferentes
concentracdes da fracao acetato de etila obtido do extrato seco das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia Benth. O grupo 7 foi tratado com a fracdo acetato de etila na
concentragdo de 10 mg/Kg, grupo 8 foi tratado com a fracdo acetato de etila na
concentracdo de 30 mg/Kg e grupo 9 foi tratado com a fragcdo acetato de etila na
concentragéo de 100 mg/Kg.

Todas as amostras preparadas com o extrato seco e com a fracdo acetato de
etila foram submetidas a um processo de centrifugacéo para retirada do adjuvante de
secagem antes da administracdo aos animais. Além do mais, para o preparo das
amostras foi aplicado o fator de correcédo para determinacéo das dosagens.

4.9.4 Testes comportamentais

Os testes comportamentais em animais sao utilizados para mimetizar situacdes
humanas em roedores. No caso da depressao € possivel explicar sua patofisiologia
através testes comportamentais que possuam boa validade preditiva e permite uma
rapida deteccdo das mudangas comportamentais. A fim de avaliar os testes com boa
reprodutibilidade e de maneira bem sucedida, é essencial combinar diferentes
métodos avaliativos, e assim elevar a confiabilidade do modelo (HAO et al., 2019).

Apés os 7 dias de tratamento, os animais de todos os grupos foram submetidos
a testes comportamentais de Nado Forgado e Campo Aberto. Posteriormente, foram
realizadas as analises dos videos, e para o teste de Campo Aberto foi utilizado o
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programa Ethovision. Assim, os dados obtidos foram colocados no programa
GraphPad Prism 8 para realizacao das analises estatisticas.

4.9.4.1 Campo aberto

O modelo do campo aberto tem importante valor para testar agentes
farmacolégicos que produzem depressao do sistema nervoso central. Pode-se avaliar
a ansiedade e o comportamento exploratério a partir da quantidade de levantamentos
(“rearing”) e o tempo que o animal faz 0 movimento de limpeza (“grooming’), além da
atividade locomotora (MACHADO et al., 2009; PALE et al., 2022).

A avaliacao deste teste permitiu verificar a atividade locomotora em roedores.
Os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena de acrilico, de
fundo preto, (com diametro de 60 cm e paredes com 50 cm de altura), e filmados por
20 minutos para posterior analise (Fig. 05). Em seguida, o aparato foi limpo com
solugéo de etanol a 5%, e na sequéncia foi realizado a analise de maneira automéatica
pelo software Ethovision XT versao 9.0. Foram observados 0s seguintes parametros:
distancia total percorrida horizontalmente e velocidade média de deslocamento do

animal.



47

Figura 5 - Aparato de acrilico utilizado no teste de campo aberto

Fonte: Do autor (2021).

4.9.4.2 Nado forcado

Este teste € usado para verificar sintomas semelhantes a depressdao em
roedores. Para a realizagao do teste, utilizamos um aparato cilindrico transparente de
24 cm de diametro por 60 cm de altura, contendo 50 cm de agua a 24 + 1°C
(PADOVAN; GUIMARAES, 2004). O volume de agua permitiu ao animal nadar ou
boiar sem encostar as patas ou a cauda no fundo do aparato. O animal foi colocado
para nadar por um periodo de 15 minutos no dia anterior ao teste (pré teste), e no dia
do teste, foi filmado por 5 minutos para posterior avaliagéo. A avaliagéo levou em conta
0s seguintes parametros: 1) floating (nUmero de vezes que o animal flutua, sem
apresentar movimentos); 2) swimming (quando o animal se movimenta e realiza

rotagGes no aparato).
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4.9.5 Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando-se o programa do software GraphPad
versdo 8.0 e expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A ANOVA de
duas vias foi realizada para comparar os dados entre os grupos SHAM e CLP, quanto
aos parametros comportamentais do teste de Campo Aberto. O nivel de significancia
foi baseado em valores de p inferior a 0,05 (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINAGCAO DE PERDA POR SECAGEM

A determinacao da perda de 4gua e/ou substancias volateis nas folhas Mimosa
caesalpiniifolia foi feita segundo a metodologia descrita por Oliveira e Petrovick (2010),
em que cerca de 8 g do material vegetal foram colocados para secagem em estufa a
45°C e a massa total foi monitorada em balanc¢a analitica, de 6 em 6 horas, até que
as folhas adquirirem peso constante, ap6s 3 pesagens consecutivas. Os resultados
estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Perda percentual de agua e/ou substancias volateis dos materiais vegetais
de Mimosa caesalpiniifolia, ap6s o tempo de secagem

. Perda percentual
Material vegetal | Massa inicial (g) | Massa final (g) (%)

Folha Mimosa

A 7,845 2,830 63,93%
caesalpiniifolia

Fonte: Do autor (2022).

Apb6s o tempo de 72 horas, obteve-se um peso constante do material vegetal
de 2,83 g. A perda percentual de massa, por secagem, foi igual a 63,93%, o0 que indica
uma reducéo de mais da metade do peso inicial das folhas.

A importancia da perda de agua relaciona-se diretamente a qualidade
microbioldgica e quimica da matéria-prima vegetal destinada a produgéo de extratos.
Os teores residuais de agua favorecem o crescimento de bactérias e fungos, que
podem utilizar dos metabdlitos secundarios existentes no vegetal para a producao de
substancias essenciais ao seu crescimento. Estudos mostram que as condicoes de
secagem podem afetar o valor da atividade antioxidante e o conteudo de substancias
fendlicas de plantas medicinais. Deste modo deve-se considerar também a
estabilidade quimica, representada principalmente pelos processos de hidrélise, que
podem degradar os metabdlitos secundarios presentes na composicao do material
vegetal (PEIXOTO, 2012, YAZAR; DEMIRAY, 2023).

Sob o ponto de vista tecnoldgico, é importante entender o conteudo de agua
e/ou substancias volateis em um extrato vegetal, para que este valor seja considerado

nos célculos de rendimento. Assim, a determinacdo da perda por secagem € um
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ensaio de elevada relevancia para a producao de extratos e, portanto, deve ser
adequadamente avaliado na selecdo das operagdes produtivas, na manipulagao e nas
condi¢des de armazenamento do material vegetal e da embalagem (ARORA; ARORA;
KAUR, 2023).

5.2 DETERMINAGCAO DA GRANULOMETRIA

Foi feita a andlise granulométrica dos pds que foram obtidos das folhas de

Mimosa caesalpiniifolia Benth. Os resultados estao apresentados na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3 - Calculo do tamanho médio das particulas das folhas pulverizadas de

Mimosa caesalpiniifolia

. Abertura Peso de % retida x
I\",I:tirt':: do tamis m%%?:?r;) amostra abertura

9 (um) H retido* (%) | média/100
0** 125,00 58,59 73,24
250 302,50 21,50 65,04
Folha Mimosa 355 427,50 12,98 55,49

caesalpiniifolia

Benth. 500 605,00 5,60 33,88
710 780,00 1,02 7,96
850 850,00 0,30 2,55

Tm = [, (%retida x abertura média)] / 100 238,16 um

Fonte: Do autor (2022).
Legenda: Tm — tamanho médio de particula. *Média de trés determinacdes; **Fundo coletor.

Com base nos dados da Tabela 3, calculou-se o tamanho médio da particula,
através da equacdo de Ansel, Popovich e Allen Jr (2000), e o tamanho médio
encontrado para as particulas do p6 vegetal foi de 238,16 um.

A granulometria de pés, juntamente com outras propriedades fisico-quimicas,
interfere diretamente na qualidade do processo extrativo e do produto final. O pé
grosso, moderadamente grosso e semifino sdo considerados, de acordo com a
literatura, como os ideais para a producao de extratos. Isto se deve exclusivamente
as caracteristicas das particulas formadas a partir da moagem do material vegetal. O

pd que foi citado, apresenta tamanho de particula intermediario e perfil homogéneo,
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favorecendo uma melhor penetrabilidade do solvente dentro da célula vegetal e, por
conseguinte, um maior rendimento extrativo. Além disso, apresenta menor retencao
de umidade, diminuindo a formacgéo de aglomerados (MENDEZ et al., 2011).

5.3 SECAGEM POR ASPERSAO (SECAGEM POR ATOMIZAGCAO)

A técnica de secagem por aspersao foi avaliada neste estudo em substituicéo a
técnica de secagem por liofilizagcdo que foi empregada em estudos anteriores por
nosso grupo de pesquisa para a obtencdo do extrato seco obtido das folhas de
Mimosa caesalpiniifolia.

Para preservar as caracteristicas fisico-quimicas e as substancias bioativas
presente no extrato, utilizou como estratégia durante a etapa de secagem por
aspersdo com adicdo do aerosil 200® (diéxido de silicio coloidal). Os compostos
bioativos, principalmente os compostos fendlicos, que sado encontrados na folha de
Mimosa caesalpiniifolia sao facilmente propensos a fenébmenos de degradacao, sendo
sensiveis a multiplos fatores ambientais, como temperatura, pH, umidade, luz e
oxigénio, que limita muito seu campo de aplicacdo (SILVA et al., 2014, 2018). A
técnica de secagem por aspersdao possibilitou a obtencdo do extrato com
caracteristicas tecnolégicas adequadas e a utilizagcdo do adjuvante de secagem
(aerosil 200®) reduziu a umidade residual e incrementou qualidade no extrato obtido.

A técnica de secagem por aspersao se mostrou eficiente para obtencao do
extrato seco obtido das folhas de Mimosa caesalpiniifolia. Comparada a secagem por
liofilizacao, a técnica de aspersao mostrou ser um processo simples, com maior taxa
de processamento. Além disso, a atomizacao € escalavel e pode produzir pds
adequados para serem processados, tudo em Unico processo, sem a necessidade de

moagem ou outro tipo de processamento secundariio.

5.4 RENDIMENTOS DO EXTRATO SECO E DA FRACAO ACETATO DE ETILA
OBTIDA DO EXTRATO SECO DAS FOLHAS DE Mimosa caesalpiniifolia

Os rendimentos do extrato seco e da fragdo acetato de etila obtida do extrato
seco estao apresentados nas Tabelas 4 e 5 respectivamente.
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Tabela 4 - Rendimentos do extrato seco obtido das folhas de Mimosa caesalpiniifolia

Quantidade Quantidade de
Material inicial de folha extrato seco Rendimento (%)

seca (g) (9)

Folhas de Mimosa

e 82,35 27,45 33,33
caesalpiniifolia

Fonte: Do autor (2022).

Tabela 5 - Rendimentos da fracao acetato de etila obtida do extrato seco de Mimosa
caesalpiniifolia

Quantidade Quantidade de
Material inicial de extrato | fracao acetato | Rendimento (%)

seco (g) de etila (g)

Folhas de Mimosa

e 15,00 2,95 19,67
caesalpiniifolia

Fonte: Do autor (2022).

Dentre as amostras preparadas (extrato seco e fracdo acetato de etila), o
extrato seco obtido por percolacao, foi 0 que apresentou maior rendimento (33,33%).
Isso sugere que os compostos majoritarios presentes nesse extrato sejam os mais
polares, ja que o solvente utilizado (etanol 70%) apresenta um grau de polaridade
suficiente para extrair tais compostos.

O reagente usado na preparacdo da fragao acetato de etila, apresenta uma
polaridade intermediaria que favorece a extracdo de compostos como agliconas de
flavonoides e acidos fendlicos de baixo peso molecular e terpenos (RODRIGUES;
GONCALVES; SILVA, 2004; PATEL et al., 2016).

De acordo com o trabalho de quantificacéo de polifenois de Silva et al., (2012)
as folhas de Mimosa caesalpiniifolia possuem 651 mg/g no extrato seco, enquanto a
fracdo acetato de etila possui uma quantidade de teor maior (721 mg/g), estando
esses valores dentro do esperado conforme relatos na literatura para outras espécies
da Mimosaceae. Com relacao aos flavonoides totais, ha maior quantidade na fracao
acetato de etila, sendo 531 mg/g, enquanto ha um menor teor desta classe de
compostos com 355 mg/g no extrato seco.

A escolha por trabalhar com o estudo farmacoldgico da fragcdo acetato de etila
obtida do extrato seco das folhas de Mimosa caesalpiniifolia foi devido ao alto teor de
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compostos polifendlicos e atividade biol6gica que foram relatados em trabalhos
anteriores.

A presenca de compostos polifendlicos, como flavonoides, fendis e taninos
presentes em uma determinada parte de uma espécie vegetal, tornam a planta uma
boa fonte de fitoquimicos com atividades significativas na eliminacao de radicais livres,
podendo ser Uteis no manejo de doengas relacionadas ao estresse oxidativo como a
inflamacéo (AMAH et al., 2022).

De acordo com a literatura os polifendis, com um monémero basico de anel
fendlico e classificados como acidos fendlicos e alcoois fendlicos, sdo encontrados
para modular a atividade e expressdao de importantes moléculas sinalizadoras
envolvidas em vias inflamatérias na depressdo (CARACCI et al., 2020; DAI et al.,
2022).

5.5 PERFIL QUIMICO

5.5.1 Fingerprint por HPLC-PDA

Os cromatogramas da composicao quimica da matriz obtido pela analise por
HPLC-UV-DAD sugerem a presenca de flavonoides e acidos fendlicos pela presenca
de espectros com bandas caracteristicas dessas classes em todas as amostras
analisadas.

A analise dos espectros de absor¢cao no ultravioleta forneceu informagdes
importantes inicialmente para sinalizar o perfil quimico do extrato seco e da fragdo
acetato de etila das folhas de Mimosa caesalpiniifolia Benth. Os compostos com
tempo de retencdo em aproximadamente 0,6 minutos, apresentaram espectros UV
com maximo de absorcdo em 270 nm (figura 6(1)) caracteristico da classe de
compostos fendlicos como, por exemplo, o acido galico que apresenta um Unico pico

de absorcdo em 271 nm.
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Figura 6 - Perfil cromatogréafico adquirido pela analise por HPLC-UV-DAD do extrato
seco obtido das folhas de Mimosa caesalpiniifolia. Derivados de acidos

fendlicos (1) e flavonoides (2), (3) e (4).
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Fonte: Do autor (2022).

A figura 6 demonstra o cromatograma de separagao dos constituintes quimicos

presentes no extrato seco obtido das folhas de Mimosa caesalpiniifolia e os espectros

com 0s maximos de absorgéo no ultravioleta de 4 compostos avaliados.
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Figura 7 - Perfil cromatogréfico adquirido pela analise por HPLC-UV-DAD da fragao

acetato de etila obtido do extirato seco das folhas de Mimosa

caesalpiniifolia. Derivados de acidos fendlicos (A e B) e flavonoides (C, D,

EeF).
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A figura 7 demonstra o cromatograma de separacao dos constituintes quimicos
presentes na fracdo acetato de etila obtido do extrato seco das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia e os espectros dos maximos de absorcdo no ultravioleta de 6
compostos avaliados.

As figuras 6 e 7 mostram os cromatogramas da composi¢cao quimica da matriz
obtido pela anélise por HPLC-UV-DAD, avaliada pelo nimero de picos eluidos ao
longo da corrida cromatografica. Andlise dos espectros no ultravioleta dos picos
sugere a presenca de flavonoides e acidos fendlicos pela presenca de espectros com
bandas caracteristicas dessas classes em todas as amostras analisadas.

A anadlise dos espectros de absorcdo no ultravioleta forneceu informacdes
importantes inicialmente para sinalizar o perfil quimico do extrato seco e da fragdo
acetato de etila das folhas de Mimosa caesalpiniifolia. Os compostos com tempo de
retencdo em aproximadamente 0,6 minutos, apresentaram espectros UV com maximo
de absorcdo em 270 nm (Figura 7 (1) e Figura 7 (A e B)), caracteristico da classe de
compostos fenélicos como, por exemplo, o acido galico que apresenta um Unico pico
de absorcdo em 271 nm. Derivados de acido galico apresentam um Unico pico de
absorcao referente ao sistema benzilico, com maximo na regiao do UV variando entre
260-280 nm (FRANCO et al., 2016).

Os compostos 2, 3 e 4 (Figura6) e C, D, E e F (Figura 7) apresentaram espectros
UV com dois maximos de absor¢ao entre 240-290 nm e 300-390 nm, indicando a
presenca de flavonoides.

Os flavonoides devido a sua estrutura quimica apresentam duas bandas de
absorcao do espectro eletromagnético na regiao visivel correspondentes aos dois
sistemas aromaticos presentes em agliconas, sendo que a banda Il, com maximo na
faixa espectral de 240-290 nm, é atribuida ao anel A do flavonoide que possui o
sistema benzoil com menor extensédo da conjugacao eletrénica. Enquanto a banda |
apresenta maximo na faixa espectral de 300-390 nm atribuida ao anel B que possui o
sistema cinamoil com maior extensao das ligacdes conjugadas (Figura 8). Flavonas,
flavonodis e flavondis glicosilados sdo usualmente detectados em comprimento de
onda de 270 nm, 365 nm ou 370 nm, embora deteccdo em 280 e 350 nm tem sido
usada. Quanto maior a extensdo da conjugacgédo eletrbnica, menor sera a energia
absorvida pelo sistema e, portanto, maior sera o comprimento de onda absorvido
(HUBER; RODRIGUES-AMAYA, 2008).
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Figura 8 - Estrutura geral de um flavonoide, com os anéis A e B em destaque e seus
sistemas benzoil e cinamoil

Sistema Benzoil

Sistema Cinamoil

Fonte: Adaptado de HIRUMA-LIMA et al., 2017.

A partir dos maximos obtidos em alguns cromatogramas apresentados nas
figuras 6 e 7 que sdo caracteristicos de flavona glicosidica e dos resultados de Silva
et al. (2012), podemos evidenciar que as atividades farmacoldgicas atribuidas ao
extrato seco e a fracdo acetato de etila deve-se a concentracao de flavonoides e
compostos fendlicos, que de acordo com relatado em literatura é maior na fracao
acetato de etila do que no extrato seco. Por conseguinte, a explicacdo para esses
resultados obtidos é devido a menor polaridade do solvente extrator, ficando assim as
agliconas dos flavonoides concentradas na fragéo.

5.5.2 Espectrometria de massas

Neste estudo buscou-se identificar alguns compostos fendlicos presentes no
extrato seco e na fragdo acetato de etila de Mimosa caesalpiniifolia Benth. utilizando
ionizacgao por electrospray no modo negativo acoplada a um espectrémetro de massa.
Este método fornece informagdes qualitativas sobre a constituicdo da matriz avaliada
de forma rapida e direta.

As figuras 9 e 10 mostram os espectros de massas em full scan do extrato seco
e da fragédo acetato de etila respectivamente, evidenciando os ions precursores das
moléculas desprotonadas ([M-H]"). As fragmentac¢des para cada um dos ions levaram
a identificacao dos metabdlitos.
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Figura 9 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan do extrato seco
de Mimosa caesalpiniifolia no modo negativo. Presenca de derivados de
catequinas.
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Figura 10 - Espectro de massas de primeira-ordem, em modo full-scan da fragéo
acetato de etila obtido do extrato seco das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia no modo negativo. Presenca de catequinas (CisH140Os;
PM: 290) e seus derivados
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Flavonoides e outros compostos fendlicos foram identificados por ESI-MS/MS
e HPLC-DAD no extrato seco e na fragao acetato de etila de Mimosa caesalpiniifolia.
Os picos foram detectados no cromatograma de ions extraidos e trés dos compostos
tiveram sua estrutura determinada onde foram atribuidos como catequina (m/z
288,97), cassiaocidentalina A (m/z 560,75) e procianidina B2 [(epi)catequina—
(epi)catequina; m/z576,83)]. O presente trabalho confirmou a presenca de flavonoides
no extrato seco e na fracao acetato de etila, conforme relatado em trabalho do nosso
grupo de pesquisa anteriormente (SILVA et al., 2014). Os dados estao de acordo com
trabalhos publicados sobre diferentes espécies do género Mimosa que descreveram
a presenca de flavonoides que sao responsaveis por diferentes atividades bioldgicas,
incluindo atividade anti-inflamatoria.

A presenca de compostos polifendlicos, como flavonoides, fendis e taninos
presentes em uma determinada parte de uma espécie vegetal, tornam a planta uma
boa fonte de fitoquimicos com atividades significativas de eliminacao de radicais livres
e podem ser Uteis no manejo de doencgas relacionadas ao estresse oxidativo como a
inflamagéo (AMAH et al., 2022).

De acordo com a literatura, os polifendis, com um monémero basico de anel
fendlico e classificados como acidos fendlicos e alcoois fendlicos, sdo encontrados
para modular a atividade e expressdao de importantes moléculas sinalizadoras
envolvidas em vias inflamatérias na depressao (CARACCI et al., 2020; DAI et al.,
2022).

Os compostos identificados de Mimosa caesalpiniifolia por espectrometria de
massas sdo fornecidos na Tabela 6.

Tabela 6 - Compostos quimicos anotados pelos experimentos de espectrometria de
massas no extrato seco e na fragdo acetato de etila obtidos das folhas de

Mimosa caesalpiniifolia (continuacgao)
[M=H]- Fragmentacao m/z Compostos quimicos
m/z
169.0 125 [M—CO2—-H]~ acido galico
183.0 125 galato de metila

197.0 125 galato de etila
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Tabela 7 - Compostos quimicos anotados pelos experimentos de espectrometria de

Mimosa caesalpiniifolia

massas no extrato seco e na fragdo acetato de etila obtidos das folhas de

(concluséo)

[M-H]- Fragmentacao m/z Compostos quimicos
m/z
269.1 179 Apigenina
289.1 245 [M—CH2CHOH-H]~ Catequina
297.0 267 [M-30], 251, 227,175 5-hidroxi-4',7-dimetoxi-flavona
301.0 179 Quercetina
325.2 289 [M—2H20-H], 183 catequina hidratada
179 [M=162-H], 161 [M—162—
341.1 H2O-HJ~, 143 [M—162—-2H20-HJ, acido cafeico + hexosideo
113 [M=162—H2CO-H]~
433.1 301 [M—132—-H]~ quercetina-O-pentosideo
4471 301 [M-146-H], 285 [M—162—-H]~ kaempferol-3-O-hexosideo
463.1 301 [M—162—H]~ quercetina-O-hexosideo
559.1 397, 413, 321, 284 Cassiaocidentalina A
575.1 - Dimero de procianidina tipo A
5771 - Dimero de procianidina tipo B
575, 561, 547, 502, 447, 429,
593.1 vicenin-2
411, 383, 357, 285
609.1 301 [M—-308-H]~ quercetina-3-O-rutinosideo

Fonte: Do autor (2022).

De acordo com a literatura, todos estes flavonoides listados acima apresentam

propriedades antioxidantes e permitem a protecao do organismo contra os radicais

livres. Além disso, os flavonoides causam uma diminuicdo na adesao das células

inflamatérias ao subendotélio e, portanto, induzem uma diminuicdo na resposta



61

inflamatéria. A inibicao da atividade da peroxidase € outro beneficio dos flavonédides,
que permite a prevencao de espécies reativas de oxigénio (DALLI et al., 2021).

Entre os compostos fendlicos extraidos do extrato seco e da fracado acetato de
etila das folhas de Mimosa caesalpiniifolia (Tabela 6), podemos citar o 4cido galico,
galato de metila, galato de etila, catequina, quercetina, apigenina, rutina,
cassiaocidentalina A, 5-hydroxi-4',7-dimethoxi-flavona, dentre outros.

Figura 11 - Estrutura dos compostos quimicos identificados pelos experimentos de
espectrometria de massas no extrato seco e na fracdo acetato de etila de

Mimosa caesalpiniifolia

(continuacao)
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Figura 12 - Estrutura dos compostos quimicos identificados pelos experimentos de

espectrometria de massas no extrato seco e na fracdo acetato de etila de

Mimosa caesalpiniifolia

(continuacao)

7 — Quercetina

8 - Catequina hidratada
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Figura 13 - Estrutura dos compostos quimicos identificados pelos experimentos de
espectrometria de massas no extrato seco e na fracao acetato de etila de
Mimosa caesalpiniifolia (concluséao)

13 - Cassiaocidentalina A 14 - Dimero de procianidina tipo A

15 - Dimero de procianidina tipo B 16 - Vicenin-2

Fonte: Do autor (2022).
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Varios estudos relataram que o acido galico € um potencial composto terapéutico
para o controle da neuroinflamagao. Tanto estudos in vivo quanto in vitro evidenciaram
fortemente que a atividade neuroinflamatéria do acido se deve a sua capacidade de
inibir citocinas inflamatérias (BHUIA et al., 2023).

5.6 RESULTADOS E DISCUSSAO DA PARTE FARMACOLOGICA

5.6.1 Campo aberto

Modelos animais contribuem para a compreensao do mecanismo patolégico e
descoberta de novas drogas para as doencas (DAl et al., 2022). O teste de campo
aberto permitiu avaliar a atividade exploratéria, ou seja, a capacidade locomotora
esponténea, fornecendo indicios do estado emocional dos roedores.

A seqguir, a figura 12 mostra o desempenho comportamental em animais
submetidos ao teste de campo aberto 14 dias apds a inducao da sepse por ligacao e
perfuracado cecal e 7 dias apds receberem tratamento. Nao observamos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos SHAM e CLP, quanto aos parametros
distancia percorrida e velocidade média em nenhuma das concentracdes de extrato
seco e da fracao acetato de etila avaliada.

Os movimentos dos animais e seu instinto exploratério tem ligagdo com a
atividade central ou periférica do animal. O tratamento com o extrato seco nas doses
de 30, 100 e 300 mg/Kg e da fragdo acetato de etila realizado nas doses de 10, 30 e
100 mg/Kg néao alterou significativamente a atividade locomotora no teste de campo
aberto 14 dias apds a cirurgia e 7 dias apds tratamento.

Os animais tratados com a frag@o acetato de etila na concentragdo de 100 mg/Kg
tiveram uma pequena reducao da distancia percorrida e da velocidade média quando
comparado ao grupo controle SHAM, porém, essa reducao nao foi estatisticamente

significante a ponto de ser considerado.
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Figura 14 - Desempenho comportamental (distancia percorrida em cm e velocidade

média em cm/s) em animais 14 dias ap6s a cirurgia e 7 dias apds

tratamento, ao serem submetidos pelo teste de campo aberto
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Fonte: Do autor (2022).

Estatistica: ANOVA. Distancia percorrida (cm) e velocidade média (cm/s) no teste do campo aberto,
camundongos tratados com o extrato seco e a fragdo acetato de etila das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia. Os resultados expressam as médias + DM. SignificAncia p>0,05 em

relacdo ao veiculo.

Modelos animais contribuem para a compreensao do mecanismo patolégico e

descoberta de novas drogas para as doencas (DAl et al., 2022). Deste modo, o teste

de campo aberto permitiu avaliar a atividade exploratéria, ou seja, a capacidade

locomotora espontanea, fornecendo indicios do estado emocional dos roedores.

Os movimentos dos animais e seu instinto exploratério tem ligacdo com a

atividade central ou periférica do animal. Como observado na figura 12 é possivel

verificar que nao houve diferengca em nenhum dos grupos tratados com o extrato

seco e fracdo acetato de etila das folhas de Mimosa caesalpiniifolia em relagédo ao

grupo controle.

Visto os resultados ja observados em literatura sugere que a atividade anti-

inflamatoria do extrato e sua fracdo acetato de etila possa estar mais ligado a agéo

periférica do que a acao ao nivel do sistema nervoso central (DE LIMA et al., 2020;

SILVA et al., 2018, 2014). Deste modo, novos testes para avaliagcao farmacologica

do extrato que vise mais agao periférica sdo necessarios.

Os grupos que passaram por tratamento tiveram uma atividade locomotora

agravada. Isso demonstra que o comportamento do tipo depressivo que foi
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acentuado apés o tratamento observado no teste de campo aberto dificulta maiores

conclusdes sobre a atividade farmacol6gica avaliada, sendo imprescindivel a busca
por novas hipéteses.

5.6.2 Nado forcado

A andlise do teste de nado forcado revelou que o tratamento com o extrato seco
e com a fragdo acetato de etila aumentou o tempo de imobilidade (figura 13A) e
reduziu os tempos de natacao (figura 13B) quando comparado ao grupo controle
SHAM. O tratamento com o extrato seco e sua fracdo acetato de etila ndo foi capaz
de prevenir o comportamento do tipo depressivo, ou seja, os resultados observados
com o teste de nado forgado foram semelhantes aos resultados de campo aberto onde
nao foram estatisticamente significativos.

Figura 15 - Tempo em segundos que 0s animais apos 14 dias apos a cirurgia e 7 dias

apoés tratamento, ao serem submetidos ao teste de nado forgado (n=8)
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Fonte: Do autor (2022).

Estatistica: ANOVA. Tempo de mobilidade e imobilidade (segundos) no teste de nado forgcado,
camundongos tratados com o extrato seco e a fragcao acetato de etila das folhas de Mimosa

caesalpiniifolia. Os resultados expressam as médias = DM. Significancia *p>0,05; **p>0,01
em relagdo ao veiculo

Estudos de Doron, (2015) mostraram que a administracado de antidepressivos
anteriormente ao teste, possibilita a reducdo do comportamento do tipo depressivo

nos animais, ou seja, diminui 0 tempo em que eles permanecem boiando. Este fato
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€ de extrema importancia quando comparado a humanos, tendo em vista que
pacientes depressivos muitas vezes possuem letargia.

Nos animais submetidos ao tratamento com o extrato seco e a fracao acetato
de etila obtidos das folhas de Mimosa caesalpiniifolia. foi possivel observar a forte
influéncia da inflamacado crbénica mobilizando os comportamentos do tipo
depressivo: o teste de nado forcado demonstrou que animais SHAM nadaram mais
e boiaram menos que animais CLP, sugerindo uma super ativacdo de vias
noradrenérgicas frente a uma meméria de medo, luta ou fuga. O que néao pode ser
observado em animais CLP, sugerindo dessa forma, a indugao do comportamento
de perda de interesse, ou seja, do tipo depressivo. Além disso, estes dados
corroboram com os estudos de Assis, (2018) em que também se observam
mudancas comportamentais em animais 10 dias apdés CLP, demonstrando um
aumento significativo no tempo de imobilidade no teste do nado forcado. Dessa
forma, apds 14 dias de cirurgia, néo foi possivel observar através do teste de nado
forcado alteragcbes comportamentais significativas nos animais tratados com a
fracdo e o extrato seco nas diferentes concentragoes.

Os grupos que passaram por tratamento tiveram uma atividade locomotora
agravada. Isso demonstra que o comportamento do tipo depressivo que foi
acentuado ap6s o tratamento observado no teste de campo aberto, dificulta maiores
conclusdes sobre a atividade farmacolégica avaliada sendo imprescindivel a busca
por novas hipoteses ou emprego de uma nova metodologia de estudo para
avaliacao, visto que, o grupo controle positivo também nao demonstrou resultados

significativos.
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6 CONCLUSAO

A andlise granulométrica, obtida das folhas de Mimosa caesalpiniifolia,
permitiu estabelecer especificacbes de qualidade, servindo de referéncia para
assegurar a reprodutibilidade de estudos posteriores.

Para preservar as caracteristicas fisico-quimicas e as substancias bioativas
presente no extrato, utilizou como estratégia durante a etapa de secagem por spray
drying a adicdo do carreador aerosil 200® (diéxido de Silicio Coloidal). A técnica de
secagem por spray drying possibilita a obtencao de extratos com caracteristicas
tecnologicas adequadas para um produto com maior qualidade. A utilizacdo do
adjuvante (aerosil 200®) de secagem incrementou a qualidade e o rendimento obtido
do extrato seco.

O extrato seco das folhas de Mimosa caesalpiniifolia Benth., obtido por
percolagao, apresentou um rendimento (33,33%), enquanto a fracao acetato de etila
obtida através do exirato seco das folhas desta espécie resultou em um menor
rendimento (19,67%).

Neste estudo buscou-se identificar alguns compostos fendlicos presentes no
extrato seco e na fragdo acetato de etila de Mimosa caesalpiniifolia Benth. utilizando
ionizacao eletrospray acoplada a um espectrémetro de massa. Este método fornece
informacdes moleculares e estruturais para identificacao quimica.

Em geral, os principais grupos fenolicos presentes no extrato seco e na fragéo
acetato de etila de Mimosa caesalpiniifolia foram os &cidos fendlicos, flavonoides
agliconas e glicosideos, além dos taninos. A identificacdo dos constituintes quimicos
foi realizada com base em dados de espectros de massa adquiridos com diversas
investigagdes fitoquimicas de metabdlitos secundarios relatadas na literatura.

O teste de campo aberto e nado forcado permitiu a avaliacdo da atividade
depressora do extrato seco e da fragcdo acetato de etila das folhas de Mimosa
caesalpiniifolia Benth. Através dos resultados encontrados com estes ensaios foi
possivel prever que a atividade farmacoldgica do extrato e da fracao nao foi efetiva
nos ensaios comportamentais avaliados.

Em funcéao dos resultados encontrados com o estudo quimico, pode-se concluir
que a espécie vegetal Mimosa caesalpiniifolia Benth. apresenta metabdlitos
secundarios com potenciais atividades farmacoldgicas. Por outro lado, ha
necessidade de mais estudos detalhados sobre a farmacologia para fornecer uma



69

melhor compreensdo da espécie vegetal estudada como fonte de potenciais
medicamentos.
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