-
e
e

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

‘w"l CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

S, PPGCB

NAIR SILVA MACEDO

AVALIA(;AO DA INIBICAO DE BOMBA DE EFLUXO PELOS EXTRATOS
ETANOLICO DE Libidibia ferrea (MART. EX TUL.) L.P.QUEIROZ SOBRE
Staphylococcus aureus E SUA TOXICIDADE EM Drosophila melanogaster

Recife
2022



NAIR SILVA MACEDO

AVALIA(;AO DA INIBICAO DE BOMBA DE EFLUXO PELOS EXTRATOS
ETANOLICO DE Libidibia ferrea (MART. EX TUL.) L.P.QUEIROZ SOBRE
Staphylococcus aureus E SUA TOXICIDADE EM Drosophila melanogaster

Orientador (a): Dr®. Marcia Vanusa da Silva

Dissertacao apresentada ao
Programa de POs-Graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para obtencdo do
titulo de mestre em Ciéncias
Bioldgicas

Area de concentracdo: Biotecnologia
e Bionformética

Coorientador (a): Dr. Francisco Assis Bezerra da Cunha

Recife
2022



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Macédo, Nair Silva

Avaliacdo da inibicdo de bomba de efluxo pelos extratos etandlico de Libidibia ferrea
(Mart. Ex. Tul) LP. Queiroz sobre Staphylococcus aureus e sua toxicidade em Drosophila
melanogaster / Nair Silva Macédo. - 2022.

113 1. @il

Orientadora: Profa. Dra. Marcia Vanusa da Silva.
Coorientador: Prof. Dr. Francisco Assis Bezerra da Cunha.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro

de Biociéncias. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas,
Recife, 2022.

Inclui referéncias.

1. Plantas medicinais. 2. Agentes anti-infeciosos. 3. Toxicologia. I. Silva,

Marcia Vanusa da (orientadora). Il Cunha, Francisco Assis Bezerra da
(coorientador). Ill. Titulo.

581.634 CDD (22.ed.) UFPE/CB-068-2022




NAIR SILVA MACEDO

AVALIA(;AO DA INIBICAO DE BOMBA DE EFLUXO PELOS EXTRATOS
ETANOLICO DE Libidibia ferrea (MART. EX TUL.) L.P.QUEIROZ SOBRE
Staphylococcus aureus E SUA TOXICIDADE EM Drosophila melanogaster

Dissertacao apresentada ao
Programa de Poés-Graduacdo em
Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para obtencdo do
titulo de mestre em Ciéncias
Biologicas.

Aprovada em: 02/02/2022

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr®. Marcia Vanusa da Silva (Orientadora)

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Prof°. Dr. Thiago Henrique Napoleao (Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Prof°. Dr. Henrique Douglas Melo Coutinho (Examinador Externo)
Universidade Regional do Cariri - URCA



Dedico a minha mae, Antbnia, in memomian.

Luz da minha vida!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) que apoiou e financiou a realizagao do presente trabalho.

Gratiddo a Deus por me conceder saude, forca, coragem e perseveranca para
enfrentar os dias dificeis, principalmente durante a pandemia do novo Coronavirus, por ouvir
as minhas oracgdes e iluminar os meus caminhos. Agradeco a minha familia, especialmente
as minhas irmas, Fabiana, Samara e Sandra que sempre me apoiaram e me forneceram
suporte para gue eu chegasse nessa fase de conclusdo de mestrado. Ao meu pai, José pela
companhia de todas as noites, e ao meu cunhado, Ricardo por sempre esta disposto a
ajudar.

Sou grata a minha orientadora, Prof. Dra. Marcia Vanusa da Silva por todo o
acompanhamento durante o mestrado e a realizacdo das atividades, dando todo auxilio
necessario para realizacéo do projeto de pesquisa e pela confianca a me dada para que eu
pudesse realizar a minha pesquisa em parceria com Universidade Regional do Cariri —
URCA. A URCA eu agradeco por toda a estrutura fisica fornecida para a realizacdo dos
ensaios microbioldgicos e toxicoldgicos. Sou grata ao meu co-orientador, Prof. Dr. Francisco
Assis Bezerra da Cunha por ter me proporcionado assisténcia para realizacdo das pesquisas
e pelos conhecimentos cientificos compartilhados.

Gratiddo a toda equipe do Laboratério de Bioprospeccédo do Semiarido e Métodos
Alternativos — LABSEMA da URCA que me auxiliaram durante o desenvolvimento do projeto
de pesquisa. A Cristina, Joycy, Henrique, Suieny e Raimundo Luiz pela amizade, pelo
incentivo e por sempre estarem dispostos a ajudar.

Gratiddo ao meu namorado e melhor amigo, Cicero por me fornecer apoio e pelo
companheirismo construido durante essa trajetéria, pelas palavras de conforto e incentivo em
meio a situagoes dificeis e por todo seu amor. Aos meus amigos, Karolina e Lucas pelo apoio
durante esses dois anos de mestrado e por todas as nossas historias compartilhadas desde
a graduacao. A minha grande amiga Zildene, que foi minha companheira de graduacao e de

mestrado, que me proporcionou muito ensinamentos e momentos de alegria.



RESUMO

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz € uma espécie arborea, encontrada no
dominio fitogeografico Caatinga que tem sido relatada na literatura como anti-
inflamatéria, cicatrizante, analgésica, antioxidante e antibacteriana. Diante disso, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a composi¢cao quimica dos extratos etandlicos
das folhas e entrecascas de Libidibia ferrea, bem como, verificar a sua atividade
antibacteriana e como potencial inibidor da bomba de efluxo TetKk em cepas de
Staphylococcus aureus, além de investigar a toxicidade dos extratos em modelo de
Drosophila melanogaster. Foi realizada a analise e quantificacdo dos marcadores
dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para
determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foram realizados ensaios de
microdiluicdo em caldo. A avaliacdo da inibicdo da bomba de efluxo foi realizada
através da modificacdo da CIM dos antibiéticos e do brometo de etidio. Enquanto
gue ensaios de mortalidade e geotaxia negativa foram utilizados para verificar a
toxicidade dos extratos em D. melanogaster. Foram encontrados nas analises por
CLAE taninos hidrolisaveis (acido gélico e &cido elagico) e flavondides. Os extratos
nao apresentaram atividade antibacteriana, demonstrando uma CIM = 1024 ug/mL,
entretanto o extrato etandlico das folhas diminuiu a CIM do antibiético de 64 ug/mL
para 16 pg/mL, porém esse efeito ndo esta associado a inibicdo de bomba de efluxo.
Os extratos ndo demonstraram toxicidade em modelo de D. melanogaster. Esse é o
primeiro estudo que avalia a atividade antibacteriana de extratos de L. ferrea sobre a
cepa 1S-58 de S. aureus, como também é o primeiro a investigar sua toxicidade
utilizando D. melanogaster. Em face dos resultados, sdo necessarios novos estudos

para determinar os mecanismos de agdo do extrato com outros antibiéticos.

Palavras-chave: Fabaceae; Compostos fendlicos; Atividade antimicrobiana;

Toxicidade;



ABSTRACT

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul) L.P.Queiroz is a tree species, found in the
phytogeographic domain Caatinga that has been reported in the literature as anti-
inflammatory, healing, analgesic, antioxidant and antibacterial. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the chemical composition of ethanolic extracts
from the leaves and between the bark of L. ferrea, as well as to verify its antibacterial
activity and as a potential inhibitor of the TetK efflux pump in strains of
Staphylococcus aureus, and to investigate the toxicity of the extracts in a Drosophila
melanogaster model. The analysis and quantification of the extracts' markers by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) was performed. To determine the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), broth microdilution assays were performed.
Evaluation of efflux pump inhibition was performed by modifying the MIC of
antibiotics and ethidium bromide. While mortality and negative geotaxis assays were
used to verify the toxicity of the extracts in D. melanogaster. Hydrolysable tannins
(gallic acid and ellagic acid) and flavonoids were found in the CLAE analyses. The
extracts showed no antibacterial activity, demonstrating an MIC = 1024 pg/mL,
however the ethanolic extract of the leaves decreased the MIC of the antibiotic from
64 pg/mL to 16 pg/mL, however this effect is not associated with efflux pump
inhibition. The extracts showed no toxicity in a D. melanogaster model. This is the
first study to evaluate the antibacterial activity of L. ferrea extracts on the IS-58 strain
of S. aureus, as well as the first to investigate its toxicity using D. melanogaster. In
view of the results, further studies are needed to determine the mechanisms of action

of the extract with other antibiotics.

Keywords: Fabaceae; Phenolic compounds; Antimicrobial activity; Toxicity;
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1 INTRODUCAO

O aumento do surgimento de cepas bacterianas resistentes a antibiéticos
existentes no mercado se deve ao uso inadequado e excessivo dessas drogas. Além
disso, outro fator que colabora para o aumento da Resisténcia Antimicrobiana (RAM)
€ a contaminacdo do meio ambiente através do descarte inadequado de antibiéticos,
contribuindo efetivamente para disseminacao da resisténcia bacteriana a antibiéticos
largamente utilizados na clinica, como os aminoglicosideos, clorofenicol e B-
lactdmicos (BOTTERY; PITCHFORD; FRIMAN, 2021).

Associado a esses fatores, outro contribuinte para o aumento da RAM foi o
surgimento da pandemia de Covid-19, devido ao aumento do uso de antibiéticos em
decorréncia de dois fatores: primeiro, pacientes infectados com COVID-19 podem
apresentar sintomas equivalentes a uma pneumonia bacteriana; segundo, podem
surgir co-infecgcdes secundarias em pacientes infectados com o SARS-CoV-2 que
necessitam de antibiéticos para o tratamento, além dos tratamentos inadequados
(KNIGHT et al., 2021; TOMCZYK et al., 2021).

As bombas de efluxo sd@o caracterizadas como proteinas transmembrana que
estdo presentes em bactérias Gram-positivas e em Gram-negativas, sdo um
importante mecanismo de resisténcia existentes nos microorganismos, promovendo
o efluxo ativo de substancias toxicas para o exterior da célula bacteriana, incluindo
0s antibidticos, além de desempenharem um papel importante na manutencédo da
fisiologia desses microorganismos (BAMBEKE et al., 2003; HERNANDO-AMADO et
al., 2016).

Dentre 0s microrganismos que possuem bombas de efluxo esta
Staphylococcus aureus, inserido na familia Micrococcaceae e pertencente aos
grupos dos cocos Gram-positivos, podendo causar infecgbes como furinculos,
celulite, sindrome da pele escaldada e osteomelite quando esta presente em
desequilibrio nos seres humanos, principalmente em pessoas imunocomprometidas
(MALAK et al., 2020; SPAULDING et al., 2013).

S. aureus possui bombas de efluxo que estdo distribuidas em seis familias, a
saber: (1) Familia de Extrusdo de Compostos Toxicos e Multidrogas (Multidrug and
Toxic Compound Extrusion - MATE), (2) Superfamilia Facilitadora (Major Facilitator
Superfamily - MFS), (3) Familia de Resisténcia a Multidrogas (Small Multidrug
Resistance - SMR), (4) Superfamilia de Divisdo de Nodulacdo de Resisténcia
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(Resistance Nodulation Division - RND), (5) Superfamilia de Cassete de Ligacdo de
Adenosina Trifosfato (ATP) (ATP Binding Cassette - ABC) e (6) Familia de Efluxo de
Compostos Antimicrobianos Proteobacteriano  (Proteobacterial ~ Antimicrobial
Compound Efflux - PACE) (HASSAN et al., 2013, 2018; PIDDOCK, 2006).

A bomba de efluxo TetK estéd inserida na familia MFS, a qual utiliza a for¢a do
gradiente de prétons para o seu funcionamento. Essa bomba de efluxo é codificada
pelo pT181 e confere resisténcia a tetraciclinas, onde o efluxo ativo desse antibiotico
promove a diminui¢cdo da sua concentragdo no interior da célula bacteriana, fazendo
com gue a sua concentragao seja insuficiente para inibir a atividade dos ribossomos
(CHOPRA; ROBERTS, 2001; GUAY; KHAN; ROTHSTEIN, 1993).

Para o enfretamento da RAM ¢é necessaria a investigacdo de novas
substancias com potencial antimicrobiano. Dentre essas substancias, estdo os
produtos naturais provenientes das plantas, a exemplos, 0s extratos vegetais, 6leos
essenciais e os fitoquimicos presentes nas diversas partes das plantas, como as
folhas, flores, cascas, caules e sementes (BALTA et al., 2021).

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (Figura 1), também conhecida pela
sua sinonimia Caesalpinia ferrea e pelos nomes populares de Juca e Pau-ferro, esta

distribuida nos dominios fitogeograficos Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica e

pertence a familia Fabaceae, sendo uma espécie leguminosa e arbérea nativa e
endémica do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020).

Fonte: Autora

Na medicina popular, as folhas, frutos, sementes, raizes, cascas e entrecasca
de L. ferrea sdo bastante utilizadas como: anti-inflamatorio, cicatrizante, como
também para o tratamento de distarbios causados no sistema respiratorio, como por
exemplo, tosse, dor de garganta, asma, bronquite, sinusite, além de ser utilizada

como antimalarico, analgésico, vermifugo, dentre outros (DE DAVID; PASA, 2015;
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GONGCALVES; PASA, 2015; KFFURI et al., 2016; PALHETA et al., 2017).

Diante desse vasto uso na medicina popular, na literatura existem diversos
estudos que avaliam as potenciais propriedades biologicas e analise quimica dessa
espécie. Dentre as propriedades bioldgicas de L. ferrea documentadas na literatura
estdo atividade antibacteriana contra cepas patogénicas de Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e espécies
do género Streptococcus, como também, atividade antifingica sobre espécies do
género Candida (CONDE et al., 2015; LUNA et al., 2020; SOARES et al., 2018a).

Analises fitoquimicas de extratos aquosos, etandlicos, alcodlicos, metandlicos
e hexanico das folhas, cascas, frutos e vagens de Pau-ferro demonstraram a
presenca de acidos fendlicos como os acidos elagico e o galico como os
constituintes majoritarios, além da presenca de kaempferol, catequina, epicatequina,
quercetina, Rutina, entre outros (FALCAO et al., 2019a; GUERRA et al., 2017;
LEANDRO et al., 2019; PEDROSA et al., 2016).

Esses compostos fendlicos presentes nos extratos de L. ferrea estédo
inseridos em uma classe quimica caracterizada por possuir um ou mais aneis
aromaticos associados a um ou mais grupos hidroxila (OZCAN et al., 2014). A
composicdo fitoquimica dos produtos naturais provenientes das plantas esta
associada diretamente aos seus efeitos terapéuticos, incluindo os antimicrobianos
(BALTA et al., 2021).

A investigacdo da toxicidade desses produtos naturais que apresentam
atividade antibacteriana é de suma importancia para determinar o seu perfil
toxicologico, visto que algumas possuem toxicidade sobre células eucariéticas (LI et
al., 2021). Dentre os modelos alternativos utilizados para investigar a toxicidade de
substancias, como também para a avaliacdo do potencial genotdxico, esta o
artropode-modelo Drosophila melanogaster (CALAP-QUINTANA et al., 2017).

Na literatura ndo existem estudos que avaliem a atividade antimicrobiana de
extratos de L. ferrea sobre cepas de S. aureus portadoras de bombas de efluxo, bem
como, sdo escassos 0s estudos sobre a toxicidade de formulacdes a base de L.

ferrea sobre o artrépode-modelo D. melanogaster.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar os extratos etanolicos da entrecasca (EEELF) e folha (EEFLF) de
Libidibia ferra quanto a capacidade de inibir a acdo da bomba de efluxo presente em

Staphylococcus aureus, e sua toxicidade sobre Drosophila melanogaster.

2.2 ESPECIFICOS

e Extrair o Extrato Etandlico das Entrecascas (EEELF) e das Folhas (EEFLF) de
Libidibia ferrea;

e Tracar o perfil fitoquimico do EEELF e EEFLF através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Determinar a Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) de EEELF e EEFLF sobre
a cepa IS-58 de S. aureus;

e Analisar a inibicdo da bomba de efluxo TetK de S. aureus dos extratos;

e Avaliar a toxicidade de EEELF e EEFLF sobre o artropode-modelo D.

melanogaster;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertence a familia Micrococcaceae, mede cerca de 1
um e é caracterizado como cocos Gram-positivo, bem como é positivo para catalase
e coagulase (LOWY, 1998; PLATA; ROSATO; WEGRZYN, 2009; SPAULDING et al.,
2013). As bactérias do género Staphylococcus séo anaerébias facultativas e atraves
da respiracdo aerObica produzem energia para manter seu metabolismo, como
também realizam processo de fermentacéo, no qual tem como produto o acido latico
(PLATA; ROSATO; WEGRZYN, 2009).

Quanto a morfologia de S. aureus, a parede celular € caracterizada por
apresentar uma estrutura dindmica e semirrigida, tendo na sua composi¢cdo uma
guantidade maior de peptidoglicano além de &cidos teicéicos e proteinas de
superficie. JA o seu genoma é constituido por um cromossomo circular, com
transposons, profagos e plasmideos, sendo esses ultimos importantes elementos
nos processos de propagacdo da resisténcia bacteriana (LOWY, 1998; PLATA,
ROSATO; WEGRZYN, 2009).

S. aureus estad presente naturalmente nos seres humanos, mas quando
ocorre um desequilibrio pode se tornar um importante patdgeno, desencadeando
principalmente infec¢cdes em pessoas imunocomprometidas (FOSTER, 2005). Esse
patégeno pode acometer diversas partes do corpo humano, dentre eles, estéo:
tecidos moles, ossos, pulmao, coracdo, trato urinario, intestino e sangue, gerando
infeccbes como furdnculos, celulite, sindrome da pele escaldada, osteomelite,
bacteremia, sindrome do choque téxico, pneumonia, endocardite, infeccdo do trato
urinario, além de intoxicagdo alimentar através de alimentos contaminados (MALAK
et al., 2020; TONG et al., 2015).

Apoés a infeccdo por S. aureus, o sistema imunologico do hospedeiro ira
iniciar um processo de fagocitose através dos neutrofilos e macrofagos, sendo que
existem neutrofilos especializados com receptores de complemento e receptores Fcy
gue podem reconhecer e fagocitar essa bactéria (LI, 2018; POLLITT et al., 2018).

Essas infe¢cOes sdo decorrentes da presenca de fatores de viruléncia em S.
aureus, a qual é dependente de alguns fatores, a saber: (1) as proteinas de

superficie, responsaveis pelos processos de adesao da bactéria as superficies das
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células do organismo hospedeiro; (2) a capacidade de sintetizar toxinas; (3) a
formacdo de biofiimes que possibilita que as bactérias acessem componentes da
matriz extracelular dos tecidos do hospedeiro para produzir a infecédo; (4) a proteina
A gque estd presente na parede celular de S. aureus; (5) o fator de aglutinagdo A
(CIfA) que esta disposto na superficie da célula bacterina (BIEN; SOKOLOVA;
BOZKO, 2011; MALAK et al., 2020; SMITH et al., 2010).

Outro determinante de viruléncia de S. aureus sdo as bombas de efluxo,
utilizadas para eliminar substancias nocivas a célula bacteriana e contribuem para a
formacéo de biofilmes e participam da resposta ao estresse celular (LAMUT et al.,
2019). S. aureus apresenta inumeras bombas de efluxo, dentre elas, estdo: MrsA,
NorA, QacA/B e TetK (KOHLER; PECHERE; PLESIAT, 1999).

Além disso, o surgimento de infec¢cdes causadas por cepas de S. aureus
Resistente a Meticilina (MRSA) dificulta o tratamento com antibidticos existentes no
mercado devido apresentar clones multirresistentes e elementos genéticos moéveis
gue codificam os genes mecA ou mecC, que sao responsaveis pela resisténcia a

meticilina, como também, a maioria dos antibidticos B-lactamicos.

3.1.1 Resisténcia Bacteriana aos Antibioticos

Em aspectos bioquimicos, o fen6meno de resisténcia das células bacterianas
aos farmacos ja existentes no mercado € definido como a inaptiddo de uma classe
de drogas ou de uma determinada droga especifica em inibir o crescimento
bacteriano com uma concentracdo que anteriormente era eficaz (BLANCO et al.,
2016). .

O aumento da resisténcia antibacteriana estd intimamente associado a
utilizac&o de antibidticos ndo prescritos por um profissional da saude, ocasionando o
uso desmedido e inadequado desses farmacos. Entre os motivos mais frequentes
para a aquisicdo dessas drogas estdo: o conhecimento superficial, a busca pelo o
bem-estar fisico, ou seja, 0 uso de antibiéticos para atenuar sintomas causados por
infeccdes bacterianas, além dos determinantes sociais da saude, os quais estdo
associados as condi¢cdes em que um individuo esta inserido (TORRES et al., 2021).
Em decorréncia disso, a resisténcia antibacteriana na era pds-antibiotica consiste em

um importante problema de saude publica, ndo sendo mais considerada apenas uma
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ameaca (TORRES et al., 2021).

Dentre as classes de antibioticos aos quais as bactérias tém apresentado
resisténcia estdo os [(-lactamicos, dentre eles destacam-se as penicilinas,
cefalosporinas, monobactamas e carbapenémicos, além de classes como as
fluoroquinolonas e aminoglicosideos, sendo esses farmacos os mais utilizados
devido a sua eficacia e seguranca (WACHINO; DOI; ARAKAWA, 2020; WATKINS;
BONOMO, 2020).

A atividade de elementos genéticos moveis € responsavel pela manutencao e
dispersdo de genes que codificam a resisténcia antibacteriana a farmacos, como
também pela movimentacdo intracelular do DNA, tanto entre oS cromossomos-
plasmideos quanto entre plasmideos-plasmideos, além de promover o deslocamento
do DNA intercelular (GAMA; ZILHAO; DIONISIO, 2018; PARTRIDGE et al., 2018).
Dentre os processos intercelulares que possibilitam esse deslocamento estao
conjugacdo, transducdo e transformacdo, os quais sdo realizados através dos
plasmideos e elementos conjugativos integrativos, bacteriofagos e incorporacédo de
DNA extracelular, respectivamente (PARTRIDGE et al., 2018).

Dentre os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias estéo:
degradacdo ou alteracdo enzimatica do antibidtico, modificacdo molecular ou
protecdo do alvo bacteriano do antibiético e diminuicdo da concentracao intracelular
do antibidtico na célula bacteriana, através da impermeabilidade da membrana
externa ou por meio do efluxo ativo de drogas para o exterior na célula (Figura 2)
(COSTA et al.,, 2013; SHRIRAM et al., 2018). Essas alteracfes enzimaticas e
moleculares nas células bacterianas sao responsaveis por promover a resposta e
neutralizacdo dos antibidticos, sendo adquiridas através da transferéncia horizontal
de genes que codificam a resisténcia (SHRIRAM et al., 2018).
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Figura 2: Representagdo dos mecanismos de resisténcia bacteriana
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Mecanismos como a impermeabilidade da membrana celular bacteriana, a
inexisténcia de alvos moleculares para a acdo de uma determinada familia de
drogas e a atividade do efluxo ativos sdo exemplos de resisténcia intrinseca, ou seja,
aquela que é produzida por microrganismos que anteriormente ndo foram expostos a
nenhum tipo de farmaco (AYAZ et al., 2019; OLIVARES et al., 2013).

A membrana celular das bactérias € composta por duas camadas, sendo que
a camada interna é formada por fosfolipidios, enquanto que a composicdo da
camada externa é principalmente glicolipideo, sendo mais abundante a presenca de
lipopolissacarideos, os quais sdo responsaveis pelo controle da permeabilidade da
membrana, sendo isso atribuido a proteinas denominadas como porinas que formam
canais seletivos a moléculas, contribuindo para a elevada resisténcia da membrana
a substancias desconhecidas, como os antibioticos (HANCOCK, 1997).

Quando o antibidtico consegue entrar na célula bacteriana, outro mecanismo
de resisténcia poder ser acionado, a exemplo, a degradacdo dos antibioticos,
produzindo modificagcbes estruturais e rupturas no seu centro de acdo,
impossibilitando a sua interagdo com seu alvo. Esse mecanismo pode estar
associado a adicdo de grupos quimicos através dos processos de O-fosforilacdo, O-
ribosilacdo, O-glicosilacdo, O-nucleotidillacdo, O- e N-acetilacdo (PASCALE;
WRIGHT, 2010).

Ja a alteracdo do alvo molecular do antibiético pode ser desenvolvida através
de mutacbes em importantes elementos de ligagdo, como por exemplo, 0 RNA

ribossbmico, como também pode acontecer por meio da reorganizacdo do
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funcionamento das vias metabdlicas (WRIGHT, 2005). Tendo em vista que a
associacao entre um antibiético e um alvo molecular € muito restrita, modificacdes
em pequenas escalas no alvo podem ser suficientes para impedira ligacdo entre o
farmaco e alvo (GIEDRAITIENE et al., 2011).

Uma vez que a substancia passa pela membrana plasmatica da célula
bacteriana e entra no citoplasma, o efluxo ativo € o responsavel pela expulsdo dos
antibioticos ou substancias toéxicas, fazendo com que a concentracdo intracelular
seja insuficiente para impedir a sobrevivéncia bacteriana (LAMUT et al., 2019). Esse
efluxo ativo é promovido pelas bombas de efluxo, as quais serdo explicadas na

proxima secéao.
3.1.2 Bombas de Efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas que estdo presentes em bactérias Gram-
positivas e em Gram-negativas, localizadas na membrana citoplasmatica e séo
importantes para manutencdo da fisiologia desses organismos, além de promover a
funcdo de expelir substancias toxicas para o meio extracelular, a exemplo, os
antibiéticos (BAMBEKE et al., 2003; HERNANDO-AMADO et al., 2016). Isso diminui
a concentracdo do antibidtico no interior da célula necesséaria para inibir o
crescimento bacteriano (TINTINO et al., 2017).

O efluxo ativo esta presente em organismos em que a expressao da proteina
da bomba de efluxo esta elevada ou a proteina sofreu modificacbes na sequéncia de
aminoacidos, torando-a mais competente para exportar substancias. Esses fatores
estdo fortemente associados aos mecanismos de resisténcia bacteriana a multiplas
drogas (PIDDOCK, 2006; ZGURSKAYA; NIKAIDO, 2000).

As bombas de efluxo podem ser codificadas por plasmideos ou
cromossomos, apresentar resisténcia a um tipo de farmaco ou a uma gama de
substancias de diferentes classes, contribuindo assim para o surgimento de cepas
Multidrogas-Resistentes (MDR) (EBBENSGAARD; LOBNER-OLESEN; FRIMODT-
MZLLER, 2020).

Quanto a classificacdo das bombas de efluxo sdo utilizados alguns
critérios, como por exemplo, a sua composi¢ao, as fontes de energia utilizadas para
o seu funcionamento e o niumero de regides transmembrana. Dito isso, existem seis

familias de bombas, a saber: (1) Familia de Extrusdo de Compostos Toxicos e
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Multidrogas (Multidrug and Toxic Compound Extrusion - MATE), (2) Superfamilia
Facilitadora (Major Facilitator Superfamily - MFS), (3) Familia de Resisténcia a
Multidrogas (Small Multidrug Resistance - SMR), (4) Superfamilia de Divisdo de
Nodulacdo de Resisténcia (Resistance Nodulation Division - RND), (5) Superfamilia
de Cassete de Ligacdo de Adenosina Trifosfato (ATP) (ATP Binding Cassette - ABC)
e (6) Familia de Efluxo de Compostos Antimicrobianos Proteobacteriano
(Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux - PACE) (HASSAN et al.,, 2013,
2018; PIDDOCK, 20086).

As bombas de efluxo podem funcionar como transportadores (1) uniporte,
onde apenas um soluto é conduzido; (2) simporte, ocorre quando o ion da forca
motriz e a substancia sao expelidos pela mesma direcao e (3) antiporte € quando o
fon e a substancia sdo exportados em direcdes contrarias (KUMAR et al., 2020;
LEKSHMI et al., 2018).

As bombas de efluxo que estdo inseridas na familia MATE estédo presentes
em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e utilizam a energia de gradientes de
H* ou Na® por meio da membrana plasmatica para expelir substancias nocivas a
célula bacteriana (HE et al., 2010; SCHINDLER; KAATZ, 2016). Uma das bombas
mais estudadas dessa familia é a MepA de Staphylococcus aureus, a qual tem uma
ampla capacidade de expulsar Pentamidina, EtBr e biocidas, como também,
antibioticos da classe das Fluoroquinolonas, em menor espectro, mas que associado
com outros mecanismos de resisténcia pode acarretar prejuizos nos tratamentos
clinicos (KAATZ; MCALEESE; SEO, 2005).

Diferentemente da familia MATE, a familia MFS utiliza apenas a forca do
gradiente de prétons para o seu funcionamento, podendo agir como uniportadores,
simportadores ou antiportadores, estando presente em bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, transportando para 0 meio extracelular substratos como agucares,
antibioticos, metabdlitos, aminoacidos, vitaminas, dentre outros (HOLDSWORTH,;
LAW, 2012; KUMAR et al., 2016; PAO; PAULSEN; SAIER, 1998). As bombas de
efluxo NorA e TetK de S. aureus estdo inseridas nessa familia e conferem
resisténcia as quinolonas e tetraciclinas, respectivamente (YOSHIDA et al., 1990).

As proteinas de efluxo da familia SMR estdo distribuidas entre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, sendo caracterizadas pela presenca de
homologia e por possuir um tamanho pequeno, visto que ha uma variacédo de 104 a

115 residuos de aminoacidos (NIKAIDO, 1998). Para realizar o transporte de
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compostos de aménio quaternario (QAC) utilizam a forgca de um gradiente de prétons
(BAY; ROMMENS; TURNER, 2008). A primeira proteina da familia SMR descoberta
em bactérias Gram-positivas foi Sau-Smr de S. aureus, conhecida também como Ebr
e QacC/D, enquanto que para as bactérias Gram-negativas, tem-se o exemplo do
transportador EmrE presente em Escherichia coli (YERUSHALMI; LEBENDIKER;
SCHULDINER, 1995).

As bombas de efluxo inseridas na familia RND estdo presentes somente em
bactérias Gram-negativas e utilizam a forca do gradiente de prétons para expelir
antibioticos e farmacos quimioterapicos, sendo caracterizadas por sua morfologia de
aspecto tripartido, a qual esta presente desde a membrana externa até a membrana
interna (NIKAIDO, 2011; NIKAIDO; TAKATSUKA, 2009). Essa estrutura tripartida
permite que 0s compostos sejam expulsos diretamente para o0 meio extracelular,
sem a necessidade de passar pelo periplasma (NIKAIDO; TAKATSUKA, 2009).
Proteinas de efluxo da familia RND estdo presente em Vibrio cholerae e sado
essenciais para expressar fatores de viruléncia, como a toxina da célera e o pilus co-
regulado por toxina (ALVAREZ-ORTEGA; OLIVARES; MARTINEZ, 2013).

A estrutura das proteinas de efluxo da familia ABC é composta por quatro
dominios, sendo que sao dois dominios transmembrana responsaveis pela via de
movimentacdo e dois dominios de ligacdo a nucleotideos citoplasmaticos que tém
como funcgédo fazer a hidrolise de ATP, estando associada a fatores de viruléncia e
patogenicidade de bactérias como Salmonella enterica e E. coli (DAVIDSON et al.,
2008; DAWSON; LOCHER, 2006). As bombas de efluxo da familia ABC podem
importar diversos tipos de compostos, dentre eles, podemos citar: oligossacarideos,
fons organicos e inorganicos, aminoacidos, peptideos, metais, céations poliamina e
vitaminas, como também podem expulsar substancias como peptideos, lipidios,
drogas hidrofébicas, polissacarideos e proteinas (DAVIDSON et al., 2008).

Estudos indicam que a familia PACE foi descoberta em bactérias Gram-
negativas através de pesquisas utilizando analises de transcriptbmica em
Acinetobacter baumannii, onde caracterizaram uma proteina de efluxo chamada de
Acel, que confere resisténcia a biocidas, a exemplo da clorexidina e acriflavina
(HASSAN et al., 2013, 2018).
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3.1.3 Bombade Efluxo TetK

Os antibidticos do grupo das tetraciclinas foram descobertos na década de
1940 e foram caracterizados como drogas bacteriostaticas de amplo espectro que
atuam impossibilitando a ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio receptor localizado no
ribossomo, impedindo, dessa forma, a producao de proteinas (CHOPRA; ROBERTS,
2001). Esse grupo de antibidticos é utilizado até hoje para o tratamento de infec¢gbes
causadas por microorganismos, principalmente S. aureus em animais, incluindo os
humanos (ONG et al., 2017).

Com a utilizacdo das tetraciclinas no tratamento de infec¢des, surgiram cepas
resistentes a esse grupo de antibiéticos, através da obtencdo de elementos de
resisténcia geneticamente moveis, 0s quais sdo responsaveis por codificar proteinas
de efluxo a tetraciclinas ou proteinas que promovem a protecdo do ribossomo,
organela alvo da tetraciclina (CHOPRA; ROBERTS, 2001).

Sao exemplos as cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo TetK,
gue esta inserida na Superfamilia Facilitadora (Major Facilitator Superfamily - MFS),
sendo codificada pelo plasmideo pT181 e confere resisténcia as tetraciclinas (GUAY;
KHAN; ROTHSTEIN, 1993; KOHLER; PECHERE; PLESIAT, 1999).

Na literatura, existem estudos que avaliam a atividade antibacteriana de
produtos naturais sobre cepas de S. aureus portadoras da proteina de efluxo TetK.
Dentre eles esta o de Cruz e colaboradores (2020), em que foi avaliado o potencial
de dois compostos naturais, a-Bisabolol e B-Ciclodextrina, e observaram que esses
compostos ndo apresentaram atividade antibacteriana direta sobre a cepa 1S-58 de
S. aureus gque possuiu a Bomba de efluxo TetK, mas quando os compostos foram
associados ao antibiético tetraciclina houve sinergismo, ou seja, reduziram a CIM da
Tetraciclina.

Ja Tintino e colaboradores (2018) demonstraram o efeito antibacteriano da
menadiona (Vitamina K) sobre essa mesma cepa (IS-58) de S. aureus com um valor
de CIM de 64 pg/mL. E quando a menadiona foi associada ao brometo de etidio
houve uma reducgéo da CIM do BrEt, indicando inibicdo do mecanismo de bomba de
efluxo, visto que o BrEt é utilizado como um marcador de bomba de efluxo. O 6leo
essencial das folhas de Chenopodium ambrosioides L. também reduziu a CIM do
brometo de etidio, demonstrando inibigcdo sobre a TetK (LIMAVERDE et al., 2017).
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3.2 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS PRODUTOS NATURAIS COMO

MODIFICADORES DA RESISTENCIA BACTERIANA

Em decorréncia do aumento da resisténcia de microorganismos a antibioticos
ja utilizados na clinica, tém-se buscado a descoberta de novas substancias que
possuam efeito antibacteriano, dentre elas, estdo os produtos naturais oriundos de
plantas, como por exemplo, 0s extratos vegetais, 6leos essencias e 0s constituintes
isolados, além de substéncias provenientes do metabolismo animal e de organismos
marinhos (BALTA et al., 2021).

As plantas produzem uma diversidade de compostos quimicos que estao
envolvidos nos processos de defesa contra agressores ambientais, como insetos,
virus, fungos e bactérias (CHUNG; NAVARATNAM; CHUNG, 2011). Esses
compostos podem estar presentes em frutos, folhas, flores, casca, entrecasca e
sementes, sendo responsaveis pela cor, sabor, aroma e textura das plantas e estao
distribuidos dentro de grupos quimicos, como por exemplo, os alcaloides,
terpenoides, polifendis e taninos (BARBIERI et al., 2017).

A composicdo fitoquimica dos produtos naturais provenientes das plantas
esta associada diretamente aos seus efeitos terapéuticos, incluindo os
antimicrobianos (BALTA et al., 2021). Esses produtos naturais podem ser
classificados em trés categorias, a saber: (1) produtos naturais originais, (2) produtos
oriundos ou fabricados quimicamente de produtos naturais e (3) produtos sintéticos
embasados em estruturas de produtos naturais (DEMAIN; SANCHEZ, 2009).

Alguns compostos quimicos ndo apresentam atividade antibacteriana direta,
entretanto quando em associacdo com antibioticos ja utilizados na clinica podem
apresentar efeito sinérgico sobre bactérias resistentes, ou seja, diminuindo a CIM do
antibiotico (AYAZ et al., 2019; SHIN; PRABHAKARAN; KIM, 2018). Os mecanismos
de acao utilizados pelos fitoquimicos sdo: causar danos na membrana bacteriana
para interromper o seu funcionamento, inibindo ou prejudicando a produgédo ou
funcionamento de fatores de viruléncia, como por exemplo, enzimas, proteinas de
efluxo e toxinas, além de impedir a formacao de biofilmes (BARBIERI et al., 2017).

Os produtos naturais também podem atuar como Inibidores de Bombas de
Efluxo (IBEs) e estdo presentes em abundéncia nas plantas terrestres,
principalmente nas angiospermas (BROWN et al., 2021). Os IBEs tem acao de
bloquear a producdo de energia utilizada para o funcionamento das bombas de

efluxo por meio da alteracdo da for¢ca motriz utilizada pelo efluxo ativo, perturbacao
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na hidrélise de ATP ou inibicdo competitiva ou ndo competitiva com o substrato de
ligacdo dos gradientes eletroquimicos (SEUKEP et al., 2020).

Dessa forma, os IBEs s&o moléculas capazes de reestabelecer a
sensibilidade de bactérias a determinados antibiéticos, pois sdo capazes de diminuir
a resisténcia de cepas bacterianas aos antibidticos (TINTINO et al., 2017). Além
disso, essas substancias podem ser utilizadas em associacdo com antibidticos ja
usados na clinica para desencadear uma acdo sinérgica (BAIOMY; SHAKER,;
ABBAS, 2020).

3.3 TOXICIDADE DE PRODUTOS NATURAIS E MODELOS ALTERNATIVOS
UTILIZADOS NOS ENSAIOS DE TOXICIDADE

Algumas substancias naturais apresentam atividade antibacteriana, mas
possuem toxicidade sobre células eucaridticas, sendo necessarios estudos que
investiguem o seu o perfil toxicologico (LI et al., 2021). A atividade terapéutica de um
produto natural, como um extrato ou um composto isolado é caracterizada como
ideal quando ndo h& presenca de toxicidade sobre células animais.

Ensaios toxicolégicos de substancias que sdo candidatas a potenciais IBEs
sdo de suma importancia. Esses estudos podem ser realizados in vitro, utilizando
linhagens de células ou in vivo, os quais utilizam modelos animais, sendo necessaria
a utilizacdo de concentracdes ou doses variadas dos extratos ou compostos isolados
(ALMUBAYEDH; AHMAD, 2020).

A utilizacdo modelos animais alternativos permite adquirir um conjunto de
informacdes sobre um organismo inteiro, além da similaridade de caracteristicas
com os mamiferos, como exemplo, a complexidade do metabolismo, homeostase e
os processos de sinalizagdo (LANZERSTORFER et al., 2020). Modelos alternativos
como Caenorhabditis elegans, Artemia salina, Danio rerio e Drosophila melanogaster
se destacam na utilizacdo em ensaios para a triagem do perfil toxicologico de
substancias (GARCIA-ESPINEIRA; TEJEDA-BENITEZ; OLIVERO-VERBEL, 2018;
RAJABI et al., 2015; SCHEREF et al., 2020; XAVIER; KRIPASANA, 2020).

3.3.1 Drosophila melanogaster

A mosca-da-fruta, D. melanogaster, pertence ao filo Arthropoda, Classe

Insecta, ordem Diptera, sendo caracterizada por possuir um pequeno tamanho,
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cerca de 3 mm de comprimento e por se alimentar de frutas em processo de
decomposicédo, além disso, ocupam pouco espaco e para sua manutencdo sao
necessarios baixos custos (TIWARI et al., 2011; VA; SA; PAUL, 2009).

O ciclo reprodutivo de D. melanogaster é caracterizado como
holometabolo, sendo dividido em quatro fases: ovo, larvas, pupas e adultos com
um periodo de duracédo de 12 dias, apresentando no final do ciclo um elevado
namero de descendentes (PANCHAL; TIWARI, 2017). Muitas caracteristicas
bioldgicas, fisiolégicas e neurolégicas bésicas sdo conservadas entre o0s
humanos e o modelo D. melanogaster, sendo que cerca de 77 % dos genes que
sao responsaveis por causar doencas humanas tenham um homologo funcional
na mosca-da-fruta (REITER et al., 2001).

Por apresentar essas caracteristicas, a mosca-da-fruta € importante
modelo para o estudo de doencas que tem como fator dependente a idade, como
as doencas neurodegenerativas, além disso, € possivel realizar estudos para
verificar o efeito de substancias sobre o fenétipo, mudancas de desenvolvimento
e alteracbes comportamentais (PANCHAL; TIWARI, 2017). Além disso, D.
melanogaster € um modelo eucariético que tem sido amplamente utilizado em
estudos de toxicidade, como também para a avaliagdo do potencial genotoxico
de muitas substancias (CALAP-QUINTANA et al.,, 2017; ONG et al.,, 2015;
SUNDARARAJAN et al., 2019).
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Introducéo

Caesalpinia ferrea C.Mart € uma espécie nativa e endémica do Brasil,
pertencente a familia Fabaceae, conhecida popularmente como Juca ou Pau-
ferro e tem como distribuicdo diversos dominios fitogeograficos, dentre eles o
Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica (Ferreira et al., 2019).

Diversas partes dessa espécie, como cascas, folhas, frutos e sementes
tém sido largamente utilizadas pelos seres humanos na medicina popular
através de chas, decoccdao, infusdo, lambedor e maceragdo para inumeros fins
terapéuticos, a saber. como cicatrizante, anti-inflamatério, homeostético,
antisséptico, distarbios respiratérios, reumatismo, gastrite, entre outras
finalidades (BUENO et al., 2019; LEAL et al., 2019; SACRAMENTO; MARTINS
FILHO; DOS REIS, 2019; SANTOS et al., 2019).

Diante disso, diversas pesquisas investigaram os fitoconstituintes e
bioatividades atribuidas a L. ferrea. No que se refere a sua composicao
guimica, estudos tém demonstrado a diversidade de classes quimicas e
compostos em extratos de diferentes 6rgdos de Pau-ferro. Dentre as classes
guimicas de metabdlitos secundarios encontrados nos extratos estdo:
flavondides, acidos organicos, saponinas, cumarinas, fendis e taninos,
enquanto que os acidos fendlicos: &cido elagico e o acido galico sdo os
compostos majoritarios encontrados com mais frequéncia (ANDRADE et al.,
2019; FALCAO et al., 2019b; LUNA et al., 2020).

As folhas, frutos, vagens e cascas de L. ferrea foram relatadas na
literatura por possuirem propriedades antibacterianas, antifungicas, anti-
inflamatérias, antioxidantes, antidiabéticas, antiulcerogénica (FALCAO et al.,
2019a; HASSAN et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2017; PRAZERES et al.,
2019; SOARES et al., 2018a; VELOSO et al., 2020). Na literatura ja ha uma
revisdo sobre as propriedades bioldgicas de C. ferrea (FERREIRA; SOARES,
2015), no entanto, essa revisédo teve como objetivo realizar um levantamento
da producdo cientifica disponivel ao longo dos ultimos cinco anos para oferecer
informacfes atualizadas sobre o0s aspectos botanicos, usos tradicionais,
fitoquimica, bioatividades e a toxicidade de C. ferrea, bem como discutir as
perspectivas futuras para o desenvolvimento de novas pesquisas sobre esta

planta.
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Materiais e Métodos

O nome da planta foi consultado no site www.theplantlist.org/ (The List
Plant) para verificacdo da sua sinonimia. Para coleta de dados foi realizada
uma pesquisa abrangente de artigos nos seguintes bancos de dados: Scopus,
Periodicos Capes, PubMed, Google Scholar e ScienceDirect, utilizando os
seguintes descritores: Caesalpinia ferrea e a sinonimia Libidibia ferrea. Foram
revisados estudos publicados do ano de 2015 a marco de 2020. Artigos em
texto completo foram selecionados se o titulo, o resumo ou as palavras-chave
incluissem os descritores acima citados.

Os artigos duplicados entre as plataformas de busca, assim como os de
revisdo foram removidos na primeira etapa. Em seguida, os demais artigos
foram selecionados com base em seu titulo, resumo e palavras-chave. Por fim,
artigos completos foram analisados de acordo com os seguintes critérios [1]:
Aspectos botanicos; [2]: Fitoquimica; [3]: Usos etnobotanicos; [4]:
Bioatividades; [5]: Bioatividades de compostos isolados de C. ferrea. As
estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios isolados desta planta foram

desenhadas usando o software ChemDraw Ultra 7.0.

Resultados e Discussao

Apés as buscas nas bases de dados foram contabilizados o nimero de
4069 trabalhos. Ao final de todas as etapas de inclusdo e excluséo
estabelecidas, foram selecionados 87 artigos, os quais foram analisados para
extracdo de dados e interpretacdo dos resultados. E importante ressaltar que
algumas publica¢es analisavam tanto a composi¢do quimica do extrato, como

também investigavam os seus efeitos bioldgicos.

Caracterizacéo botanica

Libidibia ferrea € caracterizada por apresentar habito arbéreo com altura
gue varia de 10-15 m, folhas alternadas e compostas com foliolos alternos em
forma oval com carater hidrofébico (ANDRADE; SILVA, 2017; DE MATOS; DE
MELO; SANTOS-SILVA, 2019; MEDEIROS et al., 2015). As inflorescéncias
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possuem flores com pétalas amarelas, formato oboval e manchas
avermelhadas (BRAGANTE et al.,, 2018; DE MATOS; DE MELO; SANTOS-
SILVA, 2019). O periodo de florescimento inicia-se no final do més de
novembro estendendo-se ao més de janeiro, jA o periodo de amadurecimento
dos frutos compreende os meses de julho a agosto (SANTOS et al., 2018).

Os frutos sé@o vagens achatadas, quando imaturas possuem a coloracéo
verde e quando maduras possuem a coloragdo marrom, esse comportamento
se repete com as sementes (BRAGANTE et al., 2018). A Tabela 1 representa o
resumo das caracteristicas botanicas de L. ferrea. Suas sementes sao
determinantes para difusdo da espécie, entretanto apresentam dorméncia

ocasionada pela impermeabilidade do tegumento dos tecidos (Matos et al.,

2015).
Tabela 1: Resumo das caracteristicas botanicas de Libidibia ferrea
Caracteristica Atributos Citacoes
Habito Arboreo (De Matos et al., 2019)
Altura 10-15m (MEDEIROS et al., 2015)
Folhas Alternadas e compostas (ANDRADE; SILVA, 2017)
Flores Inflorescéncias com pétalas (BRAGANTE et al., 2018;
amarelas e manchas marrons DE MATOS et al., 2019)
Frutos Vagens achatadas (BRAGANTE et al., 2018)
Sementes Marrons quando maduras (BRAGANTE et al., 2018)

De acordo com um estudo realizado para avaliar a viabilidade das
sementes de L. ferrea através do teste de tetrazolio, foi possivel observar que
as sementes viaveis apresentaram as seguintes caracteristicas: coloracdo rosa
claro brilhante, tecidos com aparéncia normal e firme, eixo embrionario de cor
vermelha intensa sem atingir o cilindro central, menos de 50 % dos cotilédones
descoloridos e cotilédones com regides necroéticas, mas sem interferir na area
de fixacdo ao eixo embrionario (Carvalho et al., 2017).

L. ferrea € uma espécie exigente em agua para 0 seu crescimento, Vvisto
gue ao ser submetida a condi¢cdes de estresse hidrico demonstrou reducdes
relevantes em sua altura e numero de folhas, indicando que a limitagcdo do
suprimento de &agua prejudicou o desenvolvimento de caracteristicas

morfoldgicas e fisioldgicas da espécie (Ferreira et al., 2015).
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Etnobotanica

Os estudos etnobotanicos foram selecionados de acordo com os dados
gue forneciam como parte da planta utilizada, modo de preparo ou uso e
indicacOes terapéuticas de C. ferrea ou da sinonimia L. ferrea. Na Tabela 2
estdo resumidos os 19 artigos sobre o uso medicinal de Pau-ferro. As
pesquisas etnbotanicas sdo importantes para conhecer como as comunidades
tradicionais e as populagdes em geral utilizam a flora local para fins medicinais,
como também é de grande relevancia para manutencao da cultura popular. Os
resultados de estudos de etnobotéanica contribuem também para uma
associacdo entre os conhecimentos tradicionais e modernos, constituindo
dessa forma, uma importante ferramenta que auxilia na investigacdo das

propriedades bioldgicas das plantas medicinais.
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Tabela 2: Usos tradicionais de C. ferrea para a cura de doencas

Partes utilizadas

Modo de preparo ou de uso

Indicagéo terapéutica

Citacéao

Folhas
Folhas, cascas e
frutos

Cascas

Vargens, frutos,
sementes e cascas

Cascas e frutos

Frutos

Casca e sementes

Cascas do caule,
frutos e sementes

Cha

Decoccdao, lambedor, maceracéo,
vinho medicinal
Decoccao
Curtido no vinho, cha, banho,
macerado, cozido ou batido com

agua

Ch4, lambedor e xarope

Lambedor

Machucar a semente e por de
molho na agua

Maceracéao

Vermifugo
Asma, dor nos 0ssos, gripe, dor nos rins,
tosse, tremedeira

Figado e sangramento

Anti-inflamatério e cicatrizante

Gripe, béquico, inflamacdes nos rins e
calmante

Gripe

Pneumonia, anemia, diarreia, célica e gastrite

Anti-inflamatdrio, rins, hematomas, dor nas
costas e analgésico

(DE DAVID; PASA,
2015)

(ALMEIDA-NETO;
BARROS; SILVA, 2015)

(FERREIRA et al.,
2015a)

(GONCALVES; PASA,
2015)
(SILVA et al., 2015a)
(SILVA; BARROS;
MOITA NETO, 2015)

(CAJAIBA et al., 2016)

(CASTRO et al., 2016)
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Casca

Casca e raiz

Cascas e frutos

Frutos

Caule

Raizes

Cascas internas

Cascas secas

Cascas do tronco e
frutos

Frutos

Frutos, cascas,
raizes e sementes

Decoccao

Cha e garrafada

Garrafada

Cha

Cha

Decoccéao

Imerso em agua

Decoccéao

Maceragéao e cozimento

Decoccao e maceracao (Cha) e
maceracédo para banho

Cha e tintura

Malaria

Reumatismo e diabetes

Anti-inflamatorio

Diarreias, figado e cicatrizacao
Anti-inflamatério
Hemorroidas, inflamacdes dos olhos e
ferimentos
Hemorragia, anti-inflamatério, infecgcéo e dor
Dor na coluna
Dor na coluna, problemas de visao, anti-
inflamatario e cicatrizacao
Dor de garganta, rouquidao, dor nas pernas,
dor de dente, inflamacéo uterina, feridas,
anemia e gastrite

Asma, bronquite, gripe, febre, dor de
garganta, sinusite, diarreia, reumatismo,

(KFFURI et al., 2016)

(LIMA; NASCIMENTO;
SILVA, 2016)

(DE MORAES REGO et
al., 2016)

(OLIVEIRA et al., 2016)

(DA SILVA; SILVEIRA:;
GOMES, 2016)

(SOUZA et al., 2016)

(SARAIVA et al., 2015)

(RIBEIRO; MELO;
BARROS, 2016)

(CORDEIRO; BOTREL,;
HOLANDA, 2017)

(PALHETA et al., 2017)

(LEANDRO; JARDIM,;
GAVILANES, 2017)
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Frutos

Frutos

Casca do caule,
entrecasca, frutos e
sementes

Sementes

Cascas, frutos e
sementes

Planta inteira e
frutos

Folhas

Cha

Garrafada

Ch4, lambedor, in natura e em poé

Cha e imersas na agua

Decoccéo, infuséo, maceragao e
xarope

Infusdo e maceracao

Cha

depuracéo do sangue, rins e calmante

Infeccdo urinaria

Infeccéo

Doencas infeciosas, parasitarias, do sistema
hematopoiético, imunoldgico, cardiovascular,
digestivo, respiratério, geniturinario,
osteomuscular, conjuntivo, lesdes e
envenenamento

Cortes na pele, tosse, gripe e depressao
Sifilis, cancer, depurativo, diabetes, asma,
gastrite, bronquite, sinusite, dor de estdbmago,
reumatismo, impoténcia sexual, cicatrizac¢ao,
fratura 0ssea, dor de cabeca, febre e infeccéo
na garganta

Coluna, pancada, inflamacéao e rins

Todos os tipos de infeccéo e inflamacéo

(PEREIRA; COELHO-
FERREIRA, 2017)

(SILVA; RORIZ;

SCARELI-SANTOS,

2018)

(ALBERGARIA; SILVA,

SILVA, 2019)

(LEAL et al., 2019)

(RIBEIRO et al., 2017)

(LIMA; FERNANDES,

2020)

(SANTOS et al., 2019)
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Tradicionalmente, Caesalpinia ferrea € wusada por comunidades
tradicionais quilombolas, indigenas, raizeiros e rurais do norte e nordeste do
Brasil para fins medicinais (ALBERGARIA; SILVA; SILVA, 2019; GONCALVES;
PASA, 2015; KFFURI et al., 2016; LIMA; FERNANDES, 2020; PEREIRA;
COELHO-FERREIRA, 2017; RIBEIRO et al., 2017; SOUZA; SOUZA; LUCENA,
2016). As cascas de C. ferrea sao utilizadas por as comunidades indigenas
Cunuri, Tapira Ponta, Ilha das Flores, Curicuriari e Sdo Jorge, localizados na
regido amazonica, para combater sintomas da malaria (KFFURI et al., 2016).
As comunidades de ribeirinhos e seringueiros, que vivem em uma regiao
endémica de maléaria na regido amazoénica brasileira, usam as cascas de C.
ferrea na forma de decoccéo para tratar sintomas desencadeados pela malaria
(ALMEIDA-NETO; BARROS; SILVA, 2015). Diante da analise dos artigos, as
folhas foram indicadas como vermifugo e para o tratamento de infec¢des e
inflamacdes em geral, ambos tendo como modo de preparo chas (DE DAVID;
PASA, 2015; SANTOS et al., 2019).

As cascas de L. ferrea sdo um dos 6rgdos mais utilizados na medicina
tradicional através do processo de decocgdo, preparacdo de chas, lambedor,
xarope e garrafada para o tratamento de diversas afeccdes, dentre elas
destacam-se, gripe, tosse, inflamacdes nos rins e figado, calmante,
reumatismo, diabetes, hemorragia, inflamacéo, infeccbes e dores em geral,
como também para amenizar o0s sintomas provocados pela malaria
(FERREIRA et al., 2015a; KFFURI et al., 2016; LIMA; NASCIMENTO; SILVA,
2016; RIBEIRO; MELO; BARROS, 2016; SARAIVA et al., 2015; SILVA et al.,
2015a).

O uso tradicional das cascas também tem sido relatado na literatura
juntamente com outras partes da planta como a entrecasca, raizes, folhas e
principalmente com frutos e sementes para diversas indicacdes terapéuticas, a
saber: sifilis, cancer, depurativo, diabetes, gastrite, dor de estdmago,
reumatismo, impoténcia sexual, cicatrizacdo, fratura éssea, dor de cabeca,
distarbios do sistema respiratorio, febre, diarreia, problemas nos rins, calmante,
problemas de viséo, anti-inflamatério, analgésico, hematomas, anemia, cdlica e
tremedeira (ALBERGARIA; SILVA; SILVA, 2019; CASTRO et al., 2016;
CORDEIRO; BOTREL; HOLANDA, 2017; DE MORAES REGO et al., 2016;
GONCALVES; PASA, 2015; LEANDRO,; JARDIM; GAVILANES, 2017,
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RIBEIRO et al., 2017).

Depois das cascas, os frutos sdo os mais utilizados na forma de chas,
garrafada e maceracdo contra diarreia, problemas no figado e rins, dor
(garganta, pernas, coluna e dente), inflamacdo uterina, anemia, gastrite,
infeccdo urinaria e também como cicatrizante (LIMA; FERNANDES, 2020;
OLIVEIRA et al, 2016; PALHETA et al, 2017; PEREIRA; COELHO-
FERREIRA, 2017; SILVA; BARROS; MOITA NETO, 2015; SILVA; RORIZ;
SCARELI-SANTOS, 2018). O cha das sementes é utilizado para o tratamento
de gripe e tosse e quando imersas na agua é usada como cicatrizante (LEAL et
al., 2019).

Aspectos fitoquimicos

Extratos das folhas, sementes, vagens e entrecasca de Pau-ferro tém
sido amplamente estudados por possuirem diversos metabdlitos secundarios
como flavonoides, polifendis, terpendides, taninos, saponinas, esteroides e
outros compostos fendlicos que apresentam uma variedade de bioatividades.
Nesta revisdo foram encontrados 23 artigos que investigaram 0s
fitoconstituintes de extratos de Pau-ferro (Tabela 3). A Figura 1 representa os

principais compostos quimicos de C. ferrea.
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Tabela 3: Classes quimicas ou constituintes encontrados nos extratos de C. ferrea

Parte utilizada Solvente Técnica Classes quimicas Constituintes CitacOes
analitica
Folhas Ciclohexano CG/MS Flavondides e terpenos Heptacosano, octacosano e (LUNA et al., 2020)
docosano
Folhas Cloroférmio Taninos, flavonoides, (LUNA et al., 2020)
Acetato de alcaloides, carboidratos,
etila Metanol derivados cinamicos e terpenos
Folhas Agua HPLC Acido elagico e galico (FALCAO et al.,
2019b)
Folhas Aguaa25e HPLC-DAD Acido galico, cafeico e (LEANDRO et al.,
100 °C elagico, catequina, 2019)
epicatequina, quercetina e
luteolina
Folhas Etanol 70 % HPLC Acido galico e elagico, (HUSSEIN et al.,
orientin e isovitexin 2016)
Folhas Etanol 70 % NMR 1D e Acido galico, acido brevifolin  (NAWWAR et al.,
2D carboxilico e brevifolin 2015)
Folhas Propilenoglicol Saponinas, acidos organicos, (MAGALHAES et

Folhas secas

80 %

Etanol 70 %

acucares redutores, esteroides,
triterpenodides, fendis e taninos

Carboidratos, glicosideos,

al., 2015)

(HASSAN et al.,
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Cascas e
sementes

Cascas

Cascas

Cascas do caule

Cascas

Cascas do caule

Cascas e galhos

Cascas do caule

Cascas do caule

Etanol 70 %

Aguaa25e
100 °C

Etanol a 99,5
%
Metanol

Agua

Acetato de
etila

Etanol 80 %

NaOH

Etanol e 4gua

HPLC

HPLC-DAD

RP-HPLC

LC-MS/MS

taninos e compostos fendlicos

Taninos, flavonoides e
cumarinas

Flavondides, taninos, saponinas
e esterdides

Flavondides, taninos,
saponinas, esteroéides e
terpendides
Taninos

Carboidratos e proteinas

Acido elagico

Acido galico, cafeico e
elagico, catequina,
epicatequina e quercertina

Acido elagico e galico

Acido urénico

Kaempferol, acidos galico e
quinico

2015)

(PICKLER et al.,
2019)

(LEANDRO et al.,
2019)
(Andrade et al.,

2019)

(INDRIANI; ELYA;
NOVIANI, 2018)

(ALVES DA SILVA
et al., 2018)

(INDRIANI; ELYA,
NOVIANI, 2018)
(LINS et al., 2019)

(PEREIRA et al.,
2016)

(PEDROSA et al.,
2016)
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Frutos

Frutos

Frutos

Frutos

Frutos

Vagens

Vagens

Vagens

Vagens

Etanol a 96 %
Agua, etanol a
20-80%
Etanol
Agua
Alcool 96 %
Metanol a 80

%

N-hexano

Cloroférmio

Acetato de
etila

LC-

HRMS/MS

HPLC-DAD

HPLC

HPTLC e
HPLC

GC-MS

GC-MS

GC-MS

Saponinas, acidos organicos,
fendis e taninos

Polifendis

Corilagin e acido galico e
elagico

Acido elagico e galico

Acido elagico e galico

Acido gélico e elagico

Acido galico

N-dodecanol, acido
miristico, metila palmitato e
acido palmitico

Acido n-valérico, acido
caproico, acido heptanico e
acido octanoico

Acido oxalico, acido
butanedioico, acido
pirotartarico, acido

(FERREIRA et al.,
2019)

(FALCAO et al.,
2019a)

(GUERRA et al.,
2017)

(FERREIRA et al.,
2016b)

(KOBAYASHI et
al., 2015)

(VELOSO et al.,
2020)

(DE AZEVEDO et
al., 2020)

(DE AZEVEDO et
al., 2020)

(DE AZEVEDO et
al., 2020)
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Vagens Alcool a 70 %
Vagens Alcool 40 %
Vagens Etanol e 4gua
Sementes Agua
Raizes Aguaa25e
100 °C

GC-MS

HPLC-MS

LC-MS/MS

TLC

HPLC-DAD

pentandico

Glicerol, D-frutose, Mio-
inositol e Glucopiranose

Dilactona do acido
valbnico, derivado do acido
galico e &cido elagico

Acido elagico, acido
clorogénico e rutina

Acidos graxos, cumarinas,
taninos totais e hidrolisaveis

Acido galico e elagico,
catequina, epicatequina,
guercetina e luteolina

(DE AZEVEDO et
al., 2020)

(PRAZERES et al.,
2019)
(PEDROSA et al.,
2016)

(DE MOURA et al.,
2015)

(LEANDRO et al.,
2019)

GC-MS = Thin-layer chromatography and gas chromatography - mass spectrometry; HPLC-DAD = High-Performance Liquid Chromatography
with Diode Array Detection; RP-HPLC = Reverse Phase High-Performance Liquid Chromatography; HPLC = High Performance Liquid
Chromatography; LC-HRMS/MS = Liquid Chromatography-High Resolution Tandem Mass Spectrometry; NaOH = Sodium hydroxide; LC-
MS/MS = Liquid Chromatography Coupled to Tandem Mass Spectrometr; TLC = Thin Layer Chromatography; HPLC-MS = High-Performance
Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry (LC-MS); HPTLC = High-Performance Thin Layer Chromatography; NMR = Nuclear

Magnetic Resonance
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Galic acd

Figura 1. Estruturas quimicas dos principais fitoconstituintes de C. ferrea. Ellagic acid: C14HgOg
e MW: 302.19 g/mol; Gallic acid: C;H¢Os e MW: 170.12 g/mol; Heptacosan: Co;Hss0 € MW:
396.7 g/mol; Galactomannan: CigH3,0:6 € MW: 504.4g/mol; Kaempferol: CisH1006 € MW:
286.24 g/mol; 2-O-Galloylorientin: C,gH»4015 € MW: 600.5 g/mol; 2*-O-Galloylvitexin: CygH»4014

e MW: 584.5 g/mol; Glycerol: C3HgO3 e MW:

92.09g/mol.
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Folhas

A investigacdo qualitativa de fitoconstituintes de extratos das folhas
demonstrou a presenca de diversas classes quimicas como flavondides,
taninos, alcaldides, derivados cinamicos, terpenos, saponinas, acidos
organicos, acucares redutores, esteroéides, triterpendides, fendis, glicosideos,
compostos fenolicos e carboidratos (HASSAN et al., 2015; LUNA et al., 2020;
MAGALHAES et al., 2015).

Através das técnicas de HPLC e RMN 1 e 2D foi possivel identificar
acido galico, brevifolin carboxylic acid, acido elagico, brevifolin, tellimagrandin-I,
27-O-galloylvitexin, vitexin, 2”-O-galloylorientin, orientin, isovitexin 2"-O-B-
[xylopyranosyl-(1™ --- 2")-O-B- xylopyranosyl], Isovitexin, orientin 2"-O-B-
[xylopyranosyl-(1"™ --- 2") -O-B- xylopyranosyl] na constituicdo fitoquimica do
extrato hidroetandlico das folhas (HUSSEIN et al., 2016; NAWWAR et al.,
2015).

Folhas foram submetidas a dois tratamentos, um com agua a 100 °C e
outro com agua a 25 °C, ap6s uma analise fitoquimica por HPLC desses
extratos foi verificada a presenca de acido galico, acido cafeico, epicatequina,
guercetina e luteolina em ambos os extratos, além da presenca de acido
elagico e catequina no extrato a quente (100 °C) (LEANDRO et al., 2019).
Enquanto que andlises por GC-MS do extrato ciclohexanico exibiu n-
dodecanal, octacosane, docosane, pentadecano e heptacosano (LUNA et al.,
2020).

Cascas

A analise por HPLC-DAD do extrato aquoso demonstrou a presenca dos
acidos gélico, cafeico e elagico, catequina, epicatequina e quercertina
(LEANDRO et al., 2019). Enquanto que analises fitoquimicas qualitativas de
extratos a base de diferentes solventes (Etanol, metanol, acetato de etila e
NaOH) exibiram diferentes classes quimicas como flavonodides, taninos,
saponinas, esterdides, terpendides, cumarinas, carboidratos e proteinas
(ANDRADE et al., 2019; INDRIANI; ELYA; NOVIANI, 2018; LINS et al., 2019;
PEREIRA et al., 2016).

O perfil fitoquimico do extrato hidrometandlico das cascas do caule foi
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tracado através da técnica LC-MS/MS, detectando a presenca de 15
compostos: acido quinolinico, acido galico, éacido 2- (2-etil-3-hidroxi-6-
propionilciclo-hexil) acético, acido elagico, acido 12-oxo-fitodienoico, catequina,
epicatequina, acido clorogénico, rutina, taxifolina, miricetina, quercetina,
kaempferol, apigenina e isorhamnetina (PEDROSA et al., 2016). Os compostos
guimicos, acido elagico e galico também foram encontrados no extrato aquoso
e hidrometandlico através de HPLC (ALVES DA SILVA et al., 2018; PICKLER
et al., 2019).

Frutos ou Vagens

Analises fitoquimicas de extratos aquosos e hidroalcodlicos dos frutos
através da técnica de HPLC identificaram a presenca de acido elégico e &cido
galico (FALCAO et al., 2019a; FERREIRA et al., 2016b; GUERRA et al., 2017).
Enquanto que analises quimicas qualitativas do extrato hidroalcodlico dos
frutos demonstraram a presenca de sete classes quimicas: saponinas, acidos
organicos, acUcares redutores, fendis, taninos, sesquiterpenolactonas e
antraquinonas (KOBAYASHI et al., 2015).

Andlise por LC-HRMS/MS do extrato hidrometandlico dos frutos revelou
a presenca de fitoconstituintes como &cido gélico, éster de galoyl-glicose,
metoxi glicésido do &cido galico, hexose, di-O-galoil-d-hexose, corilagin, &cido
elagico, eriodictyol-O-hexoside e naringenina-O-hexdsido (FERREIRA et al.,
2019). Caracterizacdo dos constituintes quimicos do extrato hidroalcodlico das
vagens demonstrou a presenca de 7,3 % de polifendis e analises
cromatograficas por HPLC-MS revelaram a presenca de nove compostos:
acido galiliquindico, galoil-HHDP-hex, acido brevifolin carboxilico, dilactona do
acido valbnico, derivado do acido galico, derivado do &cido elagico
(acidoelagico hex-), acido elagico, derivado do acido elagico e dihidroisovaltrato
(PRAZERES et al., 2019; VELOSO et al., 2020).

A investigacdo da composicao fendlica pela técnica LC-MS/MS do
extrato hidroetandlico das vagens mostrou a presenca de acido gluconico,
acido galico, éacido cafeico, Acido 2- (2-etil-3-hidroxi-6-propionilciclo-hexil)
acético, acido elagico, acido 12-oxo-fitodienoico, catequina, epicatequina, acido

clorogénico, rutina, taxifolina, miricetina, quercetina, kaempferol, apigenina e
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isorhamnetina (PEDROSA et al., 2016).

Estudos fitoquimicos dos extratos hidroalcodlico, cloroférmico, n-
hexanico e acetato de etila das vagens exibiu a presenca de inumeros
compostos como glicerol, D-frutose, Mio-inositol, acido quimico, glucopiranose,
glicose, acido 1,2-benzenedicarboxilico, acido oxalico, acido butanedioico,
acido pirotartarico, acido pentandico, acido malico, acido pentanodioico, acido
arabinoico, &cido octanedioico, acido azelaico, D-galactopiranosil, acido
benzoico, Alfa-D-glicopiranose, acido palmitico, acido estearico, acido 2-
bromosbacico, &cido tetracosanoénico, acido n-valérico, isobutiricacia de &cido
alfa-hidroxial, acido caproico, acido heptanico, acido octandico, acido maleico,
acido pirotartarico, acido pelargbnico, acido pimélico, acido tetradecanonico,
acido suberico, &cido miristico, D-manose, &cido n-pentadecandnico, acido
palmitico, tes cholesterol, acido 2-bromosbacico, monopalmitina, &cido
docosandico, N-dodecanol, acido miristico, metila palmitato, acido palmitico,
metila oil, metila estearate, acido de vapor, metila araquidoate, acido araquido,
metila beenoate, metila lignocerate, &cido tetracosanoénico, nonacosan,

octacosanol e campesterol (PRAZERES et al., 2019).

Sementes e raizes

O extrato hidroalcodlico das sementes apresentou como principal
fitoconstituinte o acido eldgico e analises quimicas qualitativas por TLC
evidenciaram a presenca de acidos graxos, cumarinas, taninos totais e
hidrolisaveis (PICKLER et al., 2019; DE MOURA et al., 2015). Ja o extrato
aquoso das raizes feito com a agua em temperaturas diferentes (100 e 25 °C)
exibiram o0s seguintes constituintes em comum: acido galico e elagico,
epicatequina, quercetina e luteolina, com excecéo do extrato a quente (100 °C)

gue também exibiu na sua composicao catequina (LEANDRO et al., 2019).
Compostos de valor quimiotaxbnomico
As espécies da subfamilia Caesalpinaceae apresentam polissacarideos

hidrofilicos como as galactomananas na razdo manose/galactose variando de
2,5: 1 a4,3: 1 (BUCKERIDGE et al.,, 2000). Em C. ferrea a presenca desses
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polissacarideos foram atestados por diferentes autores, sendo essas
biomoléculas marcadores quimiotaxondmicos Uteis para analise e
indentificacdo desssa especie (GALAO et al., 2013; CUNHA et al., 2017).
Outros compostos quimicos que podem fornecer caracteres Uteis para a
classificagcdo das espécies do género Caesalpinia, sdo compostos da classe
dos flavondides, terpenoides e isoflavonéides (HEGNAUER et al., 1993). Em C.
ferrea foram identificados a partir do extrato aguoso a presenca dos acidos
galico, cafeico e elagico, catequina, epicatequina e quercertina (LEANDRO et
al., 2019; PRAZERES et al., 2019; VELOSO et al., 2020).

Bioatividades

Foram encontrados 57 artigos que investigaram as bioatividades dos
extratos e compostos isolados de L. ferrea. A Tabela 4 representa o resumo
das bioatividades dos extratos e Tabela 5 corresponde as dos compostos

isolados.



Tabela 4: Bioatividades avaliadas com diversos extratos de C. ferrea
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Partes
utilizadas/Solv
entes

Alvo ou Modelo

Bioatividades avaliadas

Resultados

CitacOes

Vagens/Metanol

Folhas/
Ciclohexano

Folhas/
cloroférmio

Folhas/acetato
de etila

Folhas/Metanol

Cascas/Alcool

Fruto/Alcool

Parvimonas micra
Porphyromonas gingivalis

Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus

B. subtilis, E. coli, P. vulgaris,
P. aeruginosa e S. aureus

B. subtilis, E. coli, P. vulgaris,
P. aeruginosa e S. aureus

B. subtilis, E. coli, P. vulgaris,
P. aeruginosa e S. aureus

S. aureus ATCC
10390, P. aeruginosa ATCC
9721 e E. coli ATCC 25922;

Ratos Wistar

S. aureus, E. coli, Klebsiella
pneumoniae e P. aeruginosa

Antibacteriana e anti-
halitose

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana e atividade
cicatrizante

Antibacteriana

MIC: 50 e 120 pg/mL,
respectivamente MBC: > 50 e 130
ug/mL, respectivamente

MIC: 0,039; 0,039; 0,039; 0,39;
0,078 mg/mL, respectivamente

MIC: 1,56; 6,25; 12,5; 3,12; 0,78
mg/mL, respectivamente

MIC: 0,78; 6,25; 12,5; 3,12; 1,56
mg/mL, respectivamente

MIC: 6,25; 12,5; 25; 3,12; 3,12
mg/mL, respectivamente

MIC: 0, 39; 0,79 e 0,19 mg.mL™,
respectivamente

Halos de inibicdo: 18; 12; 10 e 11
mm, respectivamente

(VELOSO et al.,
2020)

(LUNA et al.,
2020)

(LUNA et al.,
2020)

(LUNA et al.,
2020)

(LUNA et al.,
2020)

(JOZALA et al.,
2020)

(Sousa et al.,
2019)
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Folhas e
frutos/Agua

Vagens e
entrecasca/Etan
ol

Cascas/Alcool

Folhas/
Propilenoglicol

Vagens/Etanol

Vagens/Etanol

Vagens/Alcool

Ralstonia solanacearum

S. aureus, E. colie P.
aeruginosa

Staphylococcus spp.

S. aureus ATCC 6538

Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguis,
Streptococcus sobrinus e
Lactobacilus casei

Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, B.
subtilis, E. coli, K.
pneumoniae e P. aeruginosa

Helicobacter pylori
Ratos Wistar

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana

Antibacteriana e
antioxidante

Antibacteriana,
antioxidante,

70 % de inibicdo na concentragéo
de 0,4 mg/mL

MIC: 1024 pg/mL para todas as
cepas

Halos de inibicdo: 61,1; 27,78 e
5,56 % para o extrato bruto e
concentracdes de 70 e 50 %,

respectivamente

Média de halo de inibicdo: 0,97 cm

MIC: 15; 14; 14; 15; 15 mg/mL,
respectivamente e MICA: 31,2
mg/mL para todas as cepas

MIC: 125; 50; 50; 50; 125; 50
pg/mL, respectivamente; DPPH:
ECs0 4,4 ug/mL e ABTS: ECs0 2,5

Mg/mL

MIC: 512 pg/mL; DPPH e ABTS:
ICs de 28,96 e 145,10 yg/mL,

(MALAFAIA et
al., 2018)

(Ferreira et al.,
2016)

(Paiva et al.,
2015)

(MAGALHAES
et al., 2015)

(CONDE et al.,
2015)

(NASCIMENTO
et al., 2015)

(PRAZERES et
al., 2019)
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antiulcerogénica e

respectivamente; ED:113 e 185,7

toxicidade mg/kg; LD superior a 2000 mg/kg
Vagens Proteobactérias e Antibiofilme Inibiu o crescimento em 82 % na (AGOSTINI et
Bacteroidetes concentracéo de 4 mg.mL™ al., 2020)
Sementes/ Candida albicans ATCC Antifangica MIC: 9,7; 19,53; 78 e 39,06 pg/mL, (SOARES et al.,
Etanol 10231, Candida glabrata respectivamente 2018b)
CCT 0728, Candida krusei
CCT 1517 e Candida
guilliermondii CCT 1890
Sementes/Etan  C. albicans ATCC 10231, C. Antifingica e MIC: 9,7; 19; 78 e 4,8 pug/mL, (SOARES et al.,
ol glabrata CCT 0728, C. krusei Citotoxicidade respectivamente; Toxicidade nas 2018a)
CCT 1517, C. guilliermondii concentracfes de 1000; 500 e 250
CCT 1890; Células de 8 pg/mL
fibroblastos (L929)
Folhas/Agua Colletotrichum sp. Antifangica Inibicdo de até 96 % na (MELO et al.,
concentracéo de 0,075 mg.mL * 2017)
Folhas/Alcool Colletotrichum sp. Antifangica Inibicdo de 100 % de sintomas em (MELO et al.,
sementes tratadas 2016)
Cascas do Trichophyton rubrum ATCC Antifangica MIC: 62,5 e 31,3 pug/mL, (BIASI-GARBIN
caule/Agua, 28189 e Trichophyton respectivamente et al., 2016)
etanol e mentagrophytes ATCC 11481
acetona
Lasiodiplodia theobromae Antifingica Inibiu em 85,6 % o crescimento (PEIXINHO et
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Folhas/Agua

Sementes/Agua
ou etanol (20 -
80 %)

Vagens/Alcool e
acetato de etila

Folhas/Etanol

Folhas
secas/Etanol

Folhas/Etanol

Folhas, galhos
e frutos/Etanol
e hexano

Ratos Wistar

Camundongos suinos e
linhagem celular de
fibroblastos embrionarios
(3T3)

Linha celular de
adenocarcinoma gastrico
(ACPO02)

HaCaT e ratos Wistar

Ratos machos Sprague-
Dawley

Leishmania (Leishmania)

amazonensis e Leishmania

(Viannia) guyanensis

Anti-inflamatéria e
antioxidante

Anti-inflamatorios,
antioxidantes,
antinociceptivos e
citotoxicidade

Antioxidante e
antimetastatico

Antioxidantes, citotéxicos
e atividade hipolipidémica

Antioxidante, anti-
hiperglicémica e
toxicidade

Antioxidante

Antileishmania

micelial na concentracéo de 30 % al., 2017)

(FALCAO et al.,
2019b)

Doses efetivas: 100, 200 e 300
mg/kg;

(FALCAO et al.,
2019a)

Doses efetivas: 50, 100 e 200
mg/kg;

DPPH: ICsq 74,36 € 116,10 pg/mL (DE AZEVEDO

ABTS: IC50 9,76 € 29,13 pug/mL et al., 2020)
Diminuiu a migracdo de células nas
concentracdes de 50 pug/mL
DEso: 12,5 pg/mL; ICso: 114,4 pg/mL (NAWWAR et
al., 2015)

(HASSAN et al.,

DEso: 12,45 pug/mL; Reduziu os
2015)

niveis de funcéo hepatica, glicose
sérica e a-amilase; Perfil ndo toxico;

(Nascimento et

DPPH: ICs 10,57 pg/mL e ABTS:
al., 2017)

ICs0 2,77 png/mL

Extrato metandlico dos frutos e o (COMANDOLLI-
hexanico das folhas: ICsg de 15,04 e WYREPKOWSK
53,09 ug.mL™ L. (L.) amazonensis I etal., 2017)
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Frutos/Etanol

Cascas e
vagens/Etanol

Cascas e
sementes/Etano
I

Frutos/Etanol

Cascas/Alcool

Frutos/Alcool

Sementes/Etan
ol

Folhas/Etanol

HT-29 e HEK-293

B16F10 e NHF

Ratos Wistar

Danio rerio (Zebrafish)

Larvas de Artemia salina L.

Ratos Wistar

Astyanax sp.

HepG-2, Hep2, MCF-7 e
HCT-116

Antiproliferativa,
apoptética e antioxidante

Anti-rugas, anti-
clareamento e
citotoxicidade

Toxicidade aguda

materna e fetal

Toxicidade

Toxicidade

Toxicidade e atividade
cicatrizante

Genotoxicidade

Citotoxicidade

Doses eficientes: 25 - 100 pg/mL

Doses eficientes: 25 e 250 pg/mL

Aumento dos niveis de creatinina no
soro materno e alteracoes
morfologicas nos fetos

Concentragdes de 25, 50 e 125
mg/L causaram letalidade nos
embrides

CLso de 822,6334 pg/mL

Concentracéo de 12,5 % exibiu
epiderme constituida em todos os
animais

Aumento de 2,5x o nivel de quebras
de DNA das hemacias, quando
expostas as doses de 5, 10 e 20 mg
/L

ICso de 19,3; 20; 21,8 e 24,47
pg/mL, respectivamente

(GUERRA et al.,
2017)

(PEDROSA et
al., 2016)

(PICKLER et al.,
2019)

(Ferreira et al.,
2019)

(LIMA et al.,
2019)

(KOBAYASHI et
al., 2015)

(SOUSA et al.,
2018)

(HUSSEIN et
al., 2016)
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Vagens/Agua

Vagens
Cascas do
caule/NaOH

Vagens

Cascas/Etanol

Casca do
Caule/Metanol

Sementes/Agua

Vagens, cascas
e
folhas/Metanol

Células meristematicas de
raizes de Allium cepa

Oryctolagus cuniculus

Ratos Wistar

Ratos Wistar

Camundongos suicos

Ratos Wistar

Citotoxicidade,
Genotoxicidade e efeito
citoprotetor

Atividade cicatrizante

Atividade cicatrizante

Atividade cicatrizante

Atividade fotoprotetora e
antioxidante

Atividade inibidora de
arginase
Inibicdo da atividade

hemorragica

Efeito edematogénico

Citotoxico nas concentracdes de
19/500 mL e 1g/1000 mL em 24 e
48 horas de exposicao

Pomada a 24 % inibiu a area da
lesdo

Concentrac0es eficazes: 0,025,
0,05,0,75e 0,1 %

Reducdes significativas nas areas
das lestes

FPS de 3,29 na concentragéo 0,100
mg/mL e ICsq 27,53 pg/mL
Inibiu 12,81 % na concentracao de
100 pg/mL

N&o apresentou atividade

Efeitos nas doses de 0,01 - 1 mg/kg

(SILVA et al.,
2015b)

(BATISTA et al.,
2017)

(PEREIRA et al.,
2016)

(Carvalho et al.,
2016)

(Andrade et al.,
2019)

(INDRIANI,
ELYA,
NOVIANI, 2018)

(DE MOURA et
al., 2015)

(PEREIRA et al.,
2018)
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Casca do
caule/Agua

Casca da fruta

Folhas e
vagens/ Agua e
metanol

Folhas/Alcool

Folhas e
vagens/ Agua e
metanol

Folha§ e
vagens/ Agua e
metanol

Folhas/Etanol

Folhas/Agua e
etanol

Terceiros molares humanos
Moscas da familia
Calliphoridae

Nasutitermes corniger
(Cupins)

Aphis craccivora (Pulgéo-
preto)

Dactylopius opuntiae
(Cochonilha-do-carmim)

Dactylopius opuntiae
(Cochonilha-do-carmim)

Alternaria alternata

Alternaria alternata

Potencial erosivo

Acdao repelente

Atividade inseticida

Atividade inseticida

Atividade inseticida

Atividade inseticida

Controle da mancha
marrom de alternaria

Controle da mancha
marrom de alternaria

Perda de 37,03 % do esmalte
dentario

Repeléncia de 97,5 e 100 % nas
concentracdes de 20 e 50 %

Operarios: CLgy 0,255 - 1,279
mg.mL™*

Soldados: CLsp 0,146 - 8,003
mg.mL™

51,71 % de eficiéncia

72,46 - 99,33 % de mortalidade

Ninfas: CLsg 20 - 150 mg/mL
Adultos: CLs043 - 50 mg/mL

Concentragao de 500 pyg/mL reduziu
em 52,0 % a severidade da doenca

Concentragéo de 1 mg/mL reduziu

em 96,49 e 99,12 % a severidade

(MARTINS et
al., 2018)

(FERNANDES
et al., 2016)

(LOPES et al.,
2020)

(GOMES;
DUTRA;
ALMEIDA,
2019)

(LOPES et al.,
2018a)

(LOPES et al.,
2018b)

(DEMARTELAE
RE et al., 2018)

(PINTO et al.,
2018)
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Folhas

Folhas e
sementes/Etano
|

Folhas, cascas
e raizes/Agua

Folhas secas

Frutos

Residuos de
vagens

Sorghum bicolor L. (Sorgo)

Sementes de Cucumis melo

L.

Calotropis procera e
Cenchrus echinatus

Vigna unguiculata

Meio aquoso contendo MB

Solugdes aquosas contendo
captopril

Fertilizante

Potencial alelopatico

Potencial alelopatico

Potencial alelopatico

Biossorvente

Biossorvente

da doenca

Elevou os teores de Potassio,
Calcio e Magnésio no solo

30 % de mudas anormais na
concentracdo de 1 %

Inibicdo da germinacdo de ambas
as espécies

Anormalidades nas plantulas

Cinética rapida e boa adsorcao na

remocao do MB

97,67 % de remocéao

(PRIMO et al.,
2018)

(Oliveira et al.,
2016)

(LEANDRO et
al., 2019)

(ALVES et al.,
2019)

(Carvalho et al.,

2018)

(KASPERISKI et

al., 2018)

CIM= Concentracao Inibitéria Minima; CBM Concentracdo Bactericida Minima; MB = methylene blue; HT-29 = linha celular de
cancer colorretal humano; HEK-293= linha celular renal embrionaria; NaOH = Hidréxido de sédio; B16F10 = linhagens celulares de
melanoma de murino; NHF = fibroblastos humanos normais; HaCaT = linha celular de queratindcitos
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Tabela 5: Atividades biol6gicas de compostos isolados a partir de extratos de C. ferrea
Composto Alvo ou Modelo Propriedade biolégica Resultados Referéncias
avaliada
Galactomanano Ratos Wistar Anti-hiperglicémica e Dose eficiente de 10 mg/kg; (CUNHA et al.,
toxicidade N&o apresentou toxicidade 2017)
Galactomanano Virus DENV-2 em células Antivirais, antioxidante e 96 % de inibicdo contra o (MARQUES et al.,
sulfatado Vero citotoxicidade DENV-2 na concentracao de 25 2015)
g/mL; ICso de 0,94 pg/mL
Revifolin carboxylic HaCaT Antioxidantes e DEso 5 pg/mL e 1C5p 124,9 (NAWWAR et al.,
acid, citotoxicidade Mg/mL 2015)
2”-O-Galloylorientin HaCaT Antioxidantes e DEsp 1,9 pg/mL e IC5p 67,5 (NAWWAR et al.,
citotoxicidade Mg/mL 2015)
27-0O-Galloylvitexin HaCaT Antioxidantes e DEsp 3,8 pg/mL e ICs 59,7 (NAWWAR et al.,
citotoxicidade Mg/mL 2015)
2 "-O-galloyl vitexin  HepG-2, HCT-116, Hep2 Citotoxicidade ICso: 18,5; 22,6; 24,2 e 28,4 (HUSSEIN et al.,
e MCF-7 hMg/mL, respectivamente 2016)

HaCaT = linha celular de queratindcitos
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Atividade Antimicrobiana

A atividade antibacteriana do extrato hidrometandlico das vagens de Pau-ferro
foi avaliada em bactérias orais que estdo comumente associadas ao mau hélito,
tendo como resultados principais uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 50
ug/mL e uma Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de > 50 pg/mL para
Parvimonas micra, ja para o microrganismo Porphyromonas gingivalis apresentou
MIC de 120 pg/mL e MBC de 130 pg/mL (VELOSO et al., 2020). Enquanto que o
extrato hidroalcodlico das vagens apresentou atividade antibacteriana sobre
Helicobacter pylori com CIM e CBM de 512 pg/mL (PRAZERES et al., 2019).

Extratos etandlicos da entrecasca e da vagem de L. ferrea foram avaliados
guanto a sua atividade antimicrobiana e moduladora da atividade antibi6tica sobre
cepas bacterianas padrdoes de Staphylococcus aureus (ATCC 25293), Escherichia
coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e cepas
multirresistentes de S. aureus (SA10), E. coli (EC06) e P. aeruginosa (PA 32),
apresentando o valor de MIC de 1024 pg/mL para todas as cepas testadas,
demonstrando que o extrato ndo apresentou atividade antibacteriana direta. Em
relacdo a atividade moduladora, o extrato etanolico da vagem potencializou o efeito
do farmaco Clindamicina e Amicacina contra SA10, Amicacina contra EC06 e
Gentamicina contra PA32, enquanto que o0 extrato etandlico da entrecasca
demonstrou sinergismo quando associado a Amicacina contra a linhagem SA10 e
Gentamicina contra as contra as linhagens PA32 e EC06 (Ferreira et al., 2016).

O extrato hidroalcodlico das cascas de Pau-ferro apresentou potencial
antimicrobiano em espécies do género Staphylococcus spp. isoladas do leite de
cabras com mastite através da técnica de difusdo em discos, exibindo tamanhos de
halos de inibicdo com porcentagens de 61,1; 27,78 e 5,56 % para o extrato bruto e
nas concentracdes de 70 e 50 %, respectivamente (Paiva et al., 2015). Esse mesmo
tipo de extrato também apresentou atividade antimicrobiana sobre cepas de S.
aureus ATCC 10390, P. aeruginosa ATCC 9721 e E. coli ATCC 25922 com valores
de MIC: 0, 39; 0,79 e 0,19 mg.mL™, respectivamente (JOZALA et al., 2020).

A atividade antibacteriana de extratos das folhas de L. ferrea foi avaliada em
diversas cepas bacterianas: Bacillus subtilis (UFPEDAS8G6), E. coli (UFPEDA 224),
Proteus wvulgaris (UFPEDA740), P. aeruginosa (UFPEDA416), S. aureus
(UFPEDAO2) e isolados clinicos (UFPEDA 660 - corrimento vaginal; UFPEDA 663 -
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ponta do cateter; UFPEDA 676 - secrecao de prétese; UFPEDA 712 - transplante de
secrecao de ferida). O extrato metandlico apresentou MIC de 6,25; 12,5; 25; 3,12;
3,12; 12,5; 0,78; 3,12; 12,5 mg/mL, respectivamente. O extrato de ciclohexano com
MIC de 0,039; 0,039; 0,039; 0,39; 0,078; 0,312; 0,039; 0,078; 0,039 mg/mL,
respectivamente. O extrato de cloroférmio exibiu MIC de 1,56; 6,25; 12,5; 3,12; 0,78;
6,25; 0,78; 12,5; 12,5 mg/mL, respectivamente. O extrato de acetato de etila
apresentou MIC de 0,78; 6,25; 12,5; 3,12; 1,56; 6,25; 0,39; 3,12; 3,12 mg/mL,
respectivamente (LUNA et al., 2020).

O extrato aquoso das folhas e dos frutos de L. ferrea apresentaram potencial
de 70 % de inibicdo do crescimento de Ralstonia solanacearum a uma concentragao
de 0,4 mg/mL (MALAFAIA et al., 2018). Enquanto que o extrato glicolico das folhas
apresentou potencial antimicrobiano contra as seguintes cepas: Streptococcus
mutans ATCC 25175, Streptococcus mitis ATCC 9811, Streptococcus sanguis
ATCC10556, Streptococcus sobrinus ATCC 27609 e Lactobacilus casei ATCC 7469
com valores de MIC que variaram de 14 a 15 mg/mL e MICA de 31,2 mg/mL para
todas as cepas (CONDE et al., 2015).

O extrato hidroalcodlico dos frutos exibiu potencial antimicrobiano sobre as
seguintes cepas: S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae e P. aeruginosa com
médias de halos de inibicdo de 18; 12; 10 e 11 mm, respectivamente (Sousa et al.,
2019). O extrato etandlico das vagens de L. ferrea também apresentou atividade
antimicrobiana contra cepas Gram-positivas (S. aureus, Enterococcus faecalis e B.
subtilis) e Gram-negativas (E. coli, K. pneumonia e P. aeruginosa) com valores de
MIC que variaram de 50 - 125 yg/mL (NASCIMENTO et al., 2015). J& o extrato
glicdlico das folhas exibiu uma média de halo de 0,97 cm sobre S. aureus ATCC
6538 (MAGALHAES et al., 2015).

O extrato aquoso dos frutos exibiu atividade antibiofiime em biofilme formado
por bactérias do filo Proteobacteria e Bacteroidetes, inibindo o seu crescimento em
82 % na concentracdo de 4 mg.mL™. O extrato também apresentou um percentual
de inibicdo na densidade de bactérias planctonicas marinhas variando de 96 - 99 %
em todas as concentracbes testadas (0,5; 1; 2; 4; 8 mg.mL™) (AGOSTINI et al.,
2020).
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Atividade anti-halitose

Compostos volateis de enxofre sdo produzidos por bactérias que estéao
presentes na cavidade bucal, sendo responsaveis pelo odor desagradavel do halito,
ensaios em um modelo de sedimento salivar demonstraram que o0 extrato
hidrometandlico das vagens de Pau-ferro inibiu a formacdo desses odores,
reduzindo compostos volateis de enxofre associadas a halitose (VELOSO et al.,
2020).

Atividade antifungica

O extrato hidroetanodlico das sementes de L. ferrea apresentou atividade
antifingica frente as cepas de Candida albicans ATCC 10231, C. glabrata CCT
0728, C. krusei CCT 1517 e C. guilliermondii CCT 1890 com valores de MIC que
variaram entre 4,8 - 78 ug/mL (SOARES et al., 2018b) (SOARES et al., 2018a).

Extratos da casca do caule de L. ferrea utilizando trés solventes diferentes
(Agua, etanol e acetona) exibiram atividade antifiingica sobre espécies de fungos
dermatdfitos, apresentando o mesmo valor de MIC de 62,5 pg/mL para Trichophyton
rubrum ATCC 28189 e 31,3 pg/mL para Trichophyton mentagrophytes ATCC 11481,
sendo que o autor classificou o valor de MIC < 75,0 uyg/mL como atividade
antifiingica eficaz. O extrato aquoso da casca do caule também apresentou atividade
antifngica em isolados clinicos (T. rubrum e T. mentagrophytes) com um valor de
MICso de 31,3 pg/mL e MICq, de 62,5 pg/mL para ambas as espécies, MICso € MICqyg
referem-se a concentragao (ug/mL) do extrato que inibiu o crescimento em 50 e 90
% de todos os isolados, respectivamente (BIASI-GARBIN et al., 2016).

Ensaios utilizando o extrato etandlico das folhas de C. ferrea como controle
alternativo da mancha marrom de alternaria, causada pelo fungo Alternaria alternata
em frutos de tangerineira ‘Dancy’, evidenciaram que a concentragdo de 500 ug/mL
apesentou uma reducdo de 52,0 % na severidade da doenca (DEMARTELAERE et
al., 2018). Enquanto que em folhas de mudas de tangerina ‘Ponkan’, o extrato
aquoso e etandlico apresentaram 96,49 e 99,12 %, respectivamente na reducdo da
severidade da doenca na concentracao de 1 mg/mL (PINTO et al., 2018).

O extrato alcodlico das folhas demonstrou potencial antifingico sobre

Colletotrichum sp. em sementes de Sideroxylon obtusifolium (Quixaba), visto que
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todas as sementes tratadas com o extrato ndo apresentaram porcentagens de
plantulas sintomaticas e taxas de transmissdo do patdogeno (MELO et al., 2016). O
extrato aquoso também demonstrou atividade antifiUngica sobre Colletotrichum sp.
em sementes de quixaba, visto que a incidéncia de patégenos diminuiu em até 96 %
na concentracdo de 0,075 mg.mL* (MELO et al., 2017). Extratos de Pau-ferro
também apresentaram atividade antifingica sobre Lasiodiplodia theobromae,
inibindo em 85,6 e 78,9 % o crescimento micelial nas concentracdes de 30 e 20 %,
respectivamente (PEIXINHO et al., 2017).

Atividade anti-inflamatoéria

O extrato aquoso das folhas de L. ferrea diminui o acumulo de leucécitos (76
+ 2 %) e os niveis de Mieloperoxidase (85 + 7 %) no liquido articular dos ratos nas
doses de 100, 200 e 300 mg/kg quando comparado ao grupo controle de zymosan,
substancia utilizada para estimular a inflamacéao intra-articular. Além disso, o extrato
reduziu significativamente os niveis de citocinas inflamatdrias como interleucinas
beta (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) nos tecidos articulares de ratos
tratados com doses de 200 e 300 mg/kg (FALCAO et al., 2019b). O extrato aquoso e
hidroalcodlico (20 - 80 %) dos frutos também apresentou atividade anti-inflamatoria
em todas as doses testadas (50, 100 e 200 mg/kg), diminuindo a migracdo de
células inflamatérias e os niveis de atividade da Mieloperoxidase (FALCAO et al.,
2019a).

Atividade antioxidante

Geralmente sdo utilizados dois parametros para avaliar a integridade da
defesa antioxidante do corpo: o primeiro é a quantidade de glutationa, a qual é
responsavel por promover a desintoxicacdo e eliminacdo de radicais livres, o
segundo é o teor de malondialdeido (MDA), caracterizado como marcador da
peroxidacao lipidica. Os extratos aquoso e hidroalcodlico dos frutos e folhas de Pau-
ferro demostraram potencial antioxidante em todas as doses avaliadas (50, 100 e
200 mg/kg), elevando os niveis totais de glutationa e diminuindo os niveis de MDA
(FALCAO et al., 2019a) (FALCAO et al., 2019b) (GUERRA et al., 2017).

O extrato hidroetandlico das folhas de Pau-ferro e compostos isolados desse
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extrato (revifolin carboxylic acid, 2”-O-Galloylvitexin e 2”’-O-Galloylorientin)
apresentaram atividade antioxidante através da capacidade de absorcdo de radicais
de oxigénio em queratinocitos HaCaT, apresentando valores de dose efetiva (DEso)
de 12,5; 5; 3,8 e 1,9 pg/mL, respectivamente (NAWWAR et al., 2015).

O extrato etandlico das folhas de C. ferrea demonstrou potencial antioxidante,
onde a DEs, foi de 12,45 + 2,86 upg/mL, exibindo uma acentuada atividade na
eliminacdo de radicais no ensaio de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) utilizando
ratos machos Sprague-Dawley como modelos experimentais (HASSAN et al., 2015).
Outros resultados positivos também foram encontrados utilizando o mesmo tipo de
extrato com ECso de 4,4 pg/mL (DPPH) e 2,5 upg/mL 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline) (ABTS) e ICso de 10,57 ug/mL (DPPH) e 2,77 ug/mL (ABTS),
demonstrando elevada atividade de eliminacdo de radicais livres. Além disso, a
atividade antioxidante também foi determinada pelo teste de branqueamento com §3-
caroteno, exibindo 46,63 % de eficacia (Nascimento et al., 2015) (Nascimento et al.,
2017).

O extrato hidroalcodlico das folhas também apresentou potencial antioxidante
com atividade elevada na eliminacéo dos radicais livres DPPH e ABTS com valores
de ICso de 28,96 e 145,10 ug/mL, respectivamente. O extrato também elevou os
niveis de Glutationa em 60,62 % e 63,11 %) nas doses de 100 e 200 mg/kg, além de
reduzir os niveis de peroxidacéo lipidica em todas as doses testadas (100, 200 e 400
mg/kg) (PRAZERES et al., 2019) .

Quatro extratos das vagens foram avaliados quanto a sua atividade
antioxidante, cloroférmico, n-hexanico, hidroalcodlico e acetato de etila, porém
apenas dois extratos apresentaram atividade na eliminacdo de radicais livres, o
hidroalcodlico com valores de ICso de 74,36 ug/mL para DPPH e ICsy 9,76 pg/mL
para ABTS e o extrato de acetato de etila com valores de ICso de 116,10 e 29,13
pMg/mL para DPPH e ABTS, respectivamente (DE AZEVEDO et al., 2020).

Atividade antileishmania

O extrato metandlico dos frutos e o extrato hexanico das folhas apresentaram
atividade antileishmania, exibindo valores de ICsy de 15,04 e 53,09 pg.mL'1 contra
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. Enquanto que o0s extratos

metanolicos das folhas e frutos apresentaram atividade com ICso de 129,42 e 173,11
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ug.mL™ sobre promastigotas de Leishmania (V.) guyanensis. O extrato metanélico
dos frutos apresentou baixa toxicidade sobre macréfagos infectados in vitro, por
esse motivo foi selecionado para os ensaios da atividade antileishmania em formas
intracelulares em macréfagos infectados, os resultados evidenciaram que a
concentracdo de 500 pg.mL™ apresentou inibicdo de 62 e 54 % na sobrevivéncia de
amastigotas L. (V.) guyanensis e L. (L) amazonensis, respectivamente
(COMANDOLLI-WYREPKOWSKI et al., 2017).

Efeitos Antiproliferativos e apoptoticos

Extratos etandlicos dos frutos de Pau-ferro foram avaliados quanto aos seus
efeitos antiproliferativos em células de céancer colorretal de humanos (HT-29),
apresentacao potencial de inibicdo de proliferacdo das células cancerigenas nos
extratos dos frutos que utilizaram etanol a 40, 60 e 80 %, podendo destacar os
seguintes resultados: 15-25 % de inibicdo da proliferacdo entre as doses 25 - 100
pMg/mL do extrato etandlico a 40 %, ja o extrato etandlico a 60 % apresentou uma
taxa de 50 % de inibigdo da proliferagdo na dose 25 ug/mL e o extrato etandlico a 80
% demonstrou 43,7 % de inibicdo na dose de 12,5 yg/mL, todos esses resultados
foram observados nas primeiras 24 horas do experimento, nesse mesmo periodo, 0s
extratos ndo exibiram toxicidade na linhagem de células renais embrionarias (HEK-
293), sendo essas livres de tumores (GUERRA et al., 2017).

Quanto aos efeitos apoptéticos, o extrato dos frutos utilizando etanol a 40 %
na dose de 25 ug/mL expressou um elevado percentual de células em apoptose
(38,7 %) na linhagem tumoral HT-29, enquanto que para a linhagem de células nao
tumorais HEK-293, os valores de células em processo de apoptose ndo deferiram
estatisticamente do controle (GUERRA et al., 2017).

Atividade anti-rugas e anti-clareamento

Os extratos etandlico das vagens e cascas de L. ferrea apresentaram elevada
atividade inibidora de elastase, com inibicdo de 35,99 % a 250 pg/mL para o extrato
das cascas e 19,6 % para o0 extrato das vagens. Em relacdo a colegenase, 0s
extratos ndo exibiram potenciais de inibicdo significativos, ja para a hialuronidase, os

dois extratos tiveram melhor potencial de inibicdo em comparagcdo ao controle
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(PEDROSA et al., 2016).

Os efeitos anti-melanogénicos dos dois extratos foram analisados em células
B16F10 (melanoma de murino), antes de receber o tratamento com a concentracao
de 25 pug/mL dos extratos por 48 horas, as células foram pré-tratadas com IBMX e
apresentaram um aumento na atividade da tirosinase, ap0s o tratamento com 0s
extratos houve reducdes significativas de 99,0 e 96,4 % na atividade da tirosinase
guando tratadas com o extrato da casca e da vagem, respectivamente (PEDROSA
et al., 2016). Ensaios analisando a atividade fotoprotetora do extrato etandlico das
cascas demonstrou um fator de protecédo solar (FPS) de 3.29 na concentragéao 0,100
mg/mL (ANDRADE et al., 2019).

Atividade Anti-hiperglicémica

Um Galactomanano extraido a partir das sementes de juca demonstrou
atividade anti-hiperglicémica, quando administrado por sonda oral na dose de 10
mg/kg em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Nos primeiros dias de
tratamento houve a reducao da glicemia e dos niveis sanguineos de triacilgliceréis,
além de impulsionar a recuperacéo a sensibilidade para a insulina no tecido adiposo,
contribuindo para recuperacéao funcional do mesmo (CUNHA et al., 2017).

A administracdo oral do extrato etandlico das folhas de C. ferrea também
apresentou atividade anti-hiperglicémica em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina, reduzindo niveis de funcdo hepatica, glicose sérica elevada e a-
amilase, e em contra partida aumentou os niveis de insulina sérica, as proteinas
totais e o peso corporal (HASSAN et al., 2015).

Atividade antiviral

Galactomanano sulfatado extraido de L. ferrea exibiram 96 % de inibicdo na
concentracdo de 25 g/mL contra o virus da dengue DENV-2, como também
apresentaram forte atividade antioxidante em células Vero infectadas com o virus da
dengue (DENV-2), com ICso de 0,94 pg/mL (MARQUES et al., 2015).
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Atividade Antinociceptiva

O extrato aquoso dos frutos de L. ferrea exibiu atividade analgésica através
do teste de placa quente em ratos nas doses de 100 e 200 mg/kg no tempo de 90 e
60 - 90 minutos, respectivamente (FALCAO et al., 2019a).

Atividade antiulcerogénica

O extrato seco de Pau-ferro exibiu atividade antiulcerogénica em ratos Wistar
com lesdes induzidas por etanol absoluto, apresentando inibicdo de 46,36, 87,56, e
95,99 % nas doses de 100, 200, e 400 mg/kg, respectivamente. Ja em Ulceras
desenvolvidas com administracdo de etanol-acidificado, o extrato demonstrou
protecao de 59,12 e 96,61 % no grupo tratado com as doses de (200 e 400 mg/kg).
Ao final dos ensaios para avaliagcao do potencial gastroprotetor do extrato, os valores
de ED foram de 113 e 185,7 mg/kg para o grupo que possuiam ulceras induzidas por
etanol absoluto e etanol-acidificado, respectivamente. Além disso, a dose de 200
mg/kg diminuiu a &rea de Ulceras crbnicas induzidas por acido acético em 77,44 %
(PRAZERES et al., 2019).

Efeitos hipolipidémicos

O extrato hidroetandlico das folhas de L. ferrea foi avaliado quanto ao seu
efeito hipolipidémico in vitro na atividade da HMG CoA-redutase, enzima
responsavel pela biossintese do colesterol. O extrato apresentou atividade de
inibicdo enzimética de 86 %, resultado semelhante ao do medicamento (Lipantil)
utilizado no controle positivo. Nos ensaios in vivo, utilizando ratos Wistar, o grupo
tratado com o extrato apresentou reducdes significativas de 53,08; 25,03; 48,84 e
23,28 % nos niveis de colesterol total (CT), colesterol lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C), triglicerideos (TG) e lipidios totais, respectivamente, ao passo
gque o HDL-C exibiu aumento significativo de 158,71 % em comparagcdo ao grupo
nao tratado, ou seja, o grupo hipercolesterolémico. As analises histopatolégicas
demostraram que os ratos tratados com o extrato possuiam o figado com aspecto
normal e com a presenca de congestdo e alteracdes degenerativas muito leves
(NAWWAR et al., 2015).
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Toxicidade

Ratas prenhas tratadas com os extratos de cascas e sementes de Pau-ferro
apresentaram modificagdes em alguns parametros bioquimicos, dentre eles pode-se
destacar o aumento dos niveis de creatinina no soro materno quando comparados
ao controle, somado a isso 0 grupo de ratas expostas ao extrato da semente
possuiam liquido amniotico rico em glicose e aspartato aminotransferase e niveis
baixos de célcio, em decorréncia disso os fetos apresentaram menores
comprimentos das secOes da cabeca e do corpo quando comparados com O
controle, como também, exibiram anomalias viscerais e esqueléticas (PICKLER et
al., 2019).

Através de ensaios toxicoldgicos utilizando adultos do peixe zebrafish (Danio
rerio) como organismo modelo foi possivel observar que ndo houve alteracdes
comportamentais quando exposto ao extrato etandlico dos frutos de L. ferrea,
entretanto as analises histopatologicas de diferentes tecidos demonstraram
alteracdes nas branquias, intestino e figado. Ja ensaios utilizando as concentragdes
de 25, 50 e 125 mg/L do extrato demonstraram taxas de letalidade em embriGes de
30, 33,3 e 10 %, respectivamente, enquanto que concentracdes maiores (250 e 500
mg/L) desencadearam edema no coracdo, saco vitelino e escoliose (Ferreira et al.,
2019). Enquanto que o extrato hidroalcodlico das cascas apresentou Clsy de
822,6334 pg/mL na avaliagdo da toxicidade sobre Artemia salina L., sendo
considerada toxicidade baixa (LIMA et al., 2019).

A avaliacdo da toxicidade do extrato etanolico das folhas de C. ferrea
demonstrou perfil ndo toxico, pois os ratos submetidos as concentracdes do extrato
ndo exibiram mudancas comportamentais ou respostas neuroldgicas significativas,
ndo havendo taxas de mortalidade em nenhuma das doses até o final dos ensaios
(HASSAN et al., 2015). Resultados semelhantes foram encontrados na avaliacéo da
toxidade aguda do extrato etandlico dos frutos e o extrato hidroalcodlico das vagens
em ratos Wistar, com uma dose letal (LD) superior a 2000 mg/kg para o extrato das
vagens (KOBAYASHI et al., 2015) (PRAZERES et al., 2019).

Genotoxidade

A atividade genotoxica do extrato etanolico das sementes de Pau-ferro sobre
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os eritrécitos de Astyanax sp. foi medida através do ensaio cometa, onde foi possivel
observar que o comprimento da cauda aumentou em 2,5x o nivel de quebras de
DNA das hemacias, quando expostas as doses de 5, 10 e 20 mg /L em comparagao
ao controle negativo, demonstrando potencial genotéxico nos eritrécitos de Astyanax
sp., além disso também foi verificada uma resposta clastogénica a exposi¢cdo na
dose de 20 mg/L, evidenciada por uma diminuicdo no comprimento da cauda
(SOUSA et al., 2018).

Citotoxicidade

O potencial de citotoxicidade do extrato hidroetandlico das folhas de L. ferrea
sobre linhagens celulares de canceres humanos (figado HepG2, mama MCF-7,
cblon HCT-116, laringe Hep2 e préstata PC3) foi analisado através do ensaio de
sulforodamina B (SRB). Os resultados demonstraram que o0 extrato apresentou
atividade citotoxica sobre as cinco linhagens de células tumorais analisadas com
ICs0 de 19,3 ug/mL para a linhagem celular do figado HepG-2, sendo considerada a
atividade citotdxica mais eficiente, j& para as demais linhagens, laringe Hep2, mama
MCF-7 e célon HCT-116, os valores de ICso foram de 20, 21,8 e 24,47 ug/mL,
respectivamente e em relacdo a linhagem celular da prostata PC3, a atividade
citotoxica foi negativa (HUSSEIN et al., 2016).

O composto 2 "-O-galloylvitexin foi isolado a partir do extrato hidroetandlico
das folhas de L. ferrea e também foi analisado quanto ao seu potencial de
citotoxicidade sobre as linhagens e através de método ja citados anteriormente,
apresentando resultados semelhantes, com atividade citotoxica mais eficaz sobre a
linhagem celular do figado HepG-2 com ICso de 18,5 ug/mL, seguida pela linhagem
celular do célon HCT-116, laringe Hep2 e mama MCF-7 com valores de ICgy de 22,6;
24,2 e 28,4 pg/mL, respectivamente (HUSSEIN et al., 2016). A citotoxicidade dos
extratos etandlicos das cascas e das vagens de L. ferrea foi avaliada em células
B16F10 (melanoma de murino) e em fibroblastos humanos normais (NHF), o extrato
da vagem apresentou como resultado uma ICsy de 50,1 pg/mL para as células
B16F10 apdés o periodo de 48 horas de tratamento, jA o extrato das cascas
apresentou um percentual de 47 % de viabilidade das células B16F10. Ambos os
extratos ndo apresentaram citotoxicidade significativa no NHF (PEDROSA et al.,
2016).
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Os extratos aquosos e hidroalcodlico (20 - 80 %) dos frutos ndo apresentaram
efeito citotoxico sobre linhagens de células de fibroblastos embrionarios de
camundongos (3T3) em todos os periodos analisados, 24; 48 e 72 horas (FALCAO
et al., 2019a). Ja ensaios com o extrato hidrometandlico das sementes de L. ferrea
demonstrou toxicidade em células de fibroblastos (L929) quando utilizado em
concentragdes de 1000; 500 e 250 ug/mL, ja as concentragdes abaixo de 250 ug/mL
nao apresentaram citotoxicidade (SOARES et al., 2018a).

O potencial de citotoxicidade de um Galactomanano extraido a partir das
sementes de juca foi avaliado in vitro em neutréfilos humanos através do ensaio da
lactato desidrogenase (LDH), pelo qual é possivel detectar a morte celular, como
necrose. Os resultados demostraram que o Galactomanano em todas as
concentragcdes analisadas (10-200 pg/mL) n&o elevou a atividade da LDH quando
comparado aos dados do controle negativo (CUNHA et al., 2017). Ensaios com
galactomananos sulfatados nas concentracdes de 25, 50, e 100 g/mL também nao
apresentaram citotoxicidade em células Vero (MARQUES et al., 2015).

O potencial de citotoxicidade do extrato hidroetandlico das folhas de L. ferrea
e de compostos isolados desse extrato como Brevifolin carboxylic acid, 2"-O-
Galloylvitexin e 2”-O-Galloylorientin foi investigado em queratindcitos HaCaT pelo
método de ensaio vermelho neutro (NRU). Os resultados da atividade citotdxica
exibiram valores de I1Csy de 114,4; 124,9; 59,7 e 67,5 pg/mL para o extrato, Brevifolin
carboxylic acid, 2’-O-Galloylvitexin e 27-O-Galloylorientin, respectivamente
(NAWWAR et al., 2015).

O extrato aquoso das vagens de L. ferrea exibiu citotoxicidade sobre células
meristematicas de raizes de Allium cepa, inibindo a divisdo celular nas
concentracdes de 1g/500 mL e 1g/1000 mL em 24 e 48 horas de exposi¢cao. Ja nos
ensaios para avaliacdo do potencial citoprotetor nas células tratadas com
paracetamol na concentracdo de 0,008 mg/mL, o extrato apresentou efeito
citoprotetor em ambas as concentracdes. Além disso, 0 extrato ndo contribuiu para a
atividade antiproliferativa causada por um composto mutagénico nas células
meristematicas de raizes de A. cepa (SILVA et al., 2015b).

Atividade cicatrizante

Formulacdes em po e pomada desenvolvidas a partir das vagens de Pau-ferro
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foram avaliadas quanto ao seu potencial cicatrizante em feridas limpas de coelhos
(Oryctolagus cuniculus), sendo administradas trés vezes ao dia. Os resultados
demonstraram que 0s animais tratados com a pomada a 24 % apresentaram um
melhor percentual de inibicdo da area da lesdo, jA em relacdo aos demais
tratamentos observou-se ineficiéncia na reducdo do periodo final de cicatrizacédo
(BATISTA et al., 2017).

Extrato das cascas de L. ferrea rico em polissacarideos nas concentracfes de
0,025, 0,05, 0,75 e 0,1 % apresentou potencial para diminuir a area e o0 aumento da
contragcdo de feridas em ratos Wistar, além disso, o extrato reduziu a infiltragdo de
mediadores inflamatérios, como TNF-a e IL-1B, contribuindo para a aceleragcao do
processo de cicatrizacdo das feridas, evidenciada pela presenca de sinais clinicos
(edema, hiperemia, exsudato) atenuados, associado a isso as Ulceras tratadas com
0 extrato apresentaram formacéo de tecido conjuntivo organizado e deposicdo de
colageno, como também, uma camada de tecido epitelial formada protegendo o
tecido de granulacédo (PEREIRA et al., 2016).

Resultados positivos foram encontrados utilizando o p6 das vagens de Pau-
ferro para o processo de cicatrizagéo de feridas em ratos Wistar, havendo reducéo
significativa da area das lesbes e a partir do terceiro dia de tratamento, as feridas
haviam secado e ndo possuiam exsudatos, além de exibir uma crosta regular e
espessa com a presenca de globulos vermelhos mononucleares e fibrina, sob a
forma de coagulo sanguineo nas bordas da ferida (Carvalho et al., 2016).

O tratamento de feridas cutadnea em ratos Wistar com extrato etandlico dos
frutos de juca proporcionou a formacdo de crostas de coloracdo marrom-escura a
preto sobre a feridas nos animais tratados nas concentracdes de 50 e 12,5 %, foi
possivel também observar o desprendimento da crosta no decorrer dos dias de
tratamento topico com o extrato, o grupo tratado com o extrato na concentragdo de
12,5 % exibiu epiderme constituida em todos os animais e quando comparada a
concentracdo de 50 % mostrou-se mais eficiente no tratamento de feridas cutaneas
em ratos (KOBAYASHI et al., 2015).

Ratos Wistar diabéticos e ndo diabéticos com lesdes induzidas por contato
térmico foram tratados com extrato hidroalcodlico das cascas de L. ferrea
incorporado com membranas de nanocelulose bacteriana, diante disso o grupo com
ratos ndo diabéticos exibiram epitelizacdo apos 14 dias de tratamento, enquanto que

0 demais animais apresentaram epitelizacdo apés 21 dias de tratamento (JOZALA et
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al., 2020).

Acéo repelente

A acao de repeléncia do pé da casca da fruta de Pau-ferro contra espécies de
moscas da familia Calliphoridae foi analisada utilizando armadilhas que continham
figado bovino em processo de deterioracdo como atrativo para as moscas, diante
disso, os tratamentos que possuiam a presenca do pd nas concentracdes testadas
de 20 e 50 %, apresentaram uma maior porcentagem de repeléncia, 97,5 e 100 %,
respectivamente (FERNANDES et al., 2016).

Atividade inseticida

A atividade inseticida do extrato hidroalcodlico das folhas de L. ferrea foi
avaliada sobre as ninfas do Aphis craccivora (pulgéo-preto), demonstrando que a
concentracdo de 5 % apresentou atividade inseticida com 51,71 % de eficiéncia
(GOMES; DUTRA; ALMEIDA, 2019). Também foi verificada atividade inseticida dos
extratos aquosos e metandlicos das vagens e das folhas contra Dactylopius opuntiae
(Cochonilha-do-carmin), exibindo percentual de 72,46 - 99,33 % de mortalidade de
fémeas adultas (LOPES et al.,, 2018a). Resultados utilizando o mesmo tipo de
extrato e a mesma espécie de cochonilha demonstraram CLso variando de 20 - 150
mg/mL para as ninfas e 43 - 50 mg/mL para os adultos, enquanto que outros ensaios
utilizando cupins como modelo de estudo (Nasutitermes corniger) exibiram ClLsg
variando de 0,255 - 1,279 mg.mL™" para os operérios e 0,146 - 8,003 mg.mL™ para
os soldados (LOPES et al., 2018b) (LOPES et al., 2020).

Fertilizante

A serapilheira de folhas de Pau-ferro foi utilizada para avaliar seu potencial
fertilizante frente a cultura do Sorghum bicolor L. (Sorgo) e ap0s o periodo de 75
dias foi constatado que a serapilheira de Pau-ferro elevou os teores de Potassio,
Célcio e Magnésio no solo, porém ndo aumentou a producdo de matéria seca da

parte aérea das plantas de sorgo (PRIMO et al., 2018).
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Potencial Alelopético

Extrato hidroalcoodlico das sementes de L. ferrea exibiu uma porcentagem de
30 % de mudas anormais de meldo (Cucumis melo L.) na maior concentracao (1 %),
onde as mudas apresentaram raizes com imperfeicdes, dentre elas, a auséncia de
pelos absorventes, apice necroético, escuro e duro, além de gravitropismo negativo,
ja o extrato hidroalcodlico das folhas contribui para o crescimento da parte aérea de
plantulas de meloeiro na maior concentracdo testada (1 %), ao passo que interferiu
negativamente para crescimento da raiz em relacdo ao controle (Oliveira et al.,
2016).

Folhas de Pau-ferro em processo de decomposicdo exibiram potencial
alelopatico sobre plantulas de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata L.), afetando o
comprimento da parte aérea e do sistema radicular e massa seca total das plantulas
(ALVES et al.,, 2019). O extrato a quente das folhas, cascas e raizes exibiram
potencial alelopéatico sobre Calotropis procera, impedindo a sua germinacao,
enguanto que a germinacédo de Cenchrus echinatus foi inibida pelo extrato a quente
das folhas (LEANDRO et al., 2019).

Biossorvente

Ensaios com um biossorvente produzido a partir dos frutos de L. ferrea para
remocdo do azul de metileno de meios aquosos evidenciaram uma cinética rapida
agregada a uma boa adsorcao, demonstrando que os frutos podem torna-se uma
excelente alternativa as de custo mais elevado utilizadas para remocéao de poluentes
existentes em aguas residuais (Carvalho et al., 2018). Carv@es ativados preparados
a partir de residuos das vagens apresentaram um percentual de até 97,67 % de

remocado de captopril farmacéutico de meios aquosos (KASPERISKI et al., 2018).

Outras bioatividades

O cha das cascas do caule de L. ferrea exibiu potencial erosivo sobre os
terceiros molares humanos, tendo como valor de pH 0,28 = 0,05, considerado
proximo ao valor de pH que promove a desmineralizacdo de esmalte dentério,
apresentando uma perda de 37,03 % do mesmo (MARTINS et al., 2018).

O extrato hidroalcodlico das vagens demonstrou potencial antimetastatico,
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pois diminuiu a migracdo de células ACP02 (Adenocarcinoma gastrico) a partir das
24 horas de tratamento, apresentando efeito dose-resposta que se elevou em
concentragbes de 50 pg/mL (DE AZEVEDO et al.,, 2020). O extrato aquoso das
sementes de Pau-ferro ndo apresentou potencial para inibir hemorragia induzida
pelo veneno de Bothrops jararaca em camundongos suicos (DE MOURA et al.,
2015).

Extratos polissacaridicos das folhas, vagens e cascas de Pau-ferro
apresentaram efeito edematogénico em ratos Wistar nas doses de 0,01-1 mg/kg,
sendo esses efeitos inferiores aos desenvolvidos pelas drogas utilizadas como

controle (Carragenana e dextrana).

Analise Critica

As investigacfes fitoquimicas sdo fundamentais para o entendimento da base
guimica da substancia medicinal e explorar o principio do tratamento de doencas
através desses principios ativos, entretanto ainda existem na literatura muitos
estudos que utilizam técnicas colorimétricas para determinar a presenca de
fitoquimicos, entdo é fundamental que as pesquisas fututas adotem técnicas
metabolémicas para tracarr o perfil fitoquimico dos extratos. As moléculas isoladas
de C. ferrea e seus extratos brutos com altas concentracdes dos acidos galico,
cafeico e elagico, assim como os flavondides, catequina, epicatequina e quercertina,
possuem um amplo espectro de propriedades terapéuticas, no entanto apenas
alguns compostos como Galactomannan, Sulphated galactomannan, Revifolin
carboxylic acid foram isolados e avaliados em ensaios in vivo e in vitro, conforme foi
evidenciado nesta revisao.

E importante salientar que o0s estudos que avaliaram atividades
farmacoldgicas ndo apresentaram resultados aprofundados sobre os mecanismos de
acao molecular e celular dos extratos brutos testados, como também dos compostos
isolados, dessa forma, investigacOes destinadas a determinar suas caracteristicas
toxicolégicas e de seguranca in vivo dos sdo necessérias para entender 0s
mecanismos farmacocinéticos e farmacodindmicos desses produtos, buscando
evidenciar como ocorre a distribuicdo, absorcéo, biotransformacéao e eliminagéo ao
longo do tempo de administracdo dessas drogas.

Os estudos farmacologicos se concentraram nos relatos dos efeitos
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antibacterianos, antioxidantes, anti-inflamatorios, antihiperglicémico e cicatrizantes, o
gue enfatizam as utilizagcdes etnomedicinais dessa planta. No entanto, ndo houve
evidéncias experimentais e farmacoldgicas para comprovar 0s usos tradicionais
desta espécie no tratamento de disturbios relacionados a malaria, anemia, além de

suas propriedades calmantes.
Conclusao

Neste trabalho, relatamos o0s aspectos etnobotanicos, fitoquimicos e
farmacoldgicos de C. ferrea. Esta planta medicinal € muito utilizada nas praticas
tradicionais para tratar certas doencas e apresentou interessantes propriedades
biolégicas em varias investigacdes cientificas. No campo farmacoldgico, demonstrou
atividades antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatoria, antidiabética e cicatrizante.
No entanto, as investigacbes farmacologicas anteriores se concentraram
principalmente nas fracées organicas dos extratos brutos, com pouca atengdo nos
extratos aquosos; sendo necessario dar mais atencdo ao seu uso tradicional, visto
gue esse uso se da principalmente através de formulacbes a base de agua. Da
mesma forma, sdo imprescindiveis ensaios clinicos mais abrangentes. Em relacdo a
andlise fitoquimica dessa espécie foi relatada a presenca de diferentes compostos
gue representam varias classes quimicas como flavondides, polifendis, terpendides,
taninos, saponinas, esteroides e outros compostos fenélicos, porém, os relatos das
propriedades farmacoldgicas citados nesta revisdo ndo demonstraram 0s
mecanismos moleculares pelos quais os extratos de C. ferrea atuam. Diante disso,
se faz necesséario o desenvolvimento de novas pesquisas para estabelecer uma
ligacdo entre os usos tradicionais, compostos ativos e atividades farmacoldgicas
relatadas, bem como estudos detalhados para determinar o perfil toxicolégico de C.

ferrea.
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Introducéo

Existem uma variedade de espécies da Caatinga que tém sido relatadas na
literatura devido ao seu uso na medicina popular e na implementacdo para
formulacdo de fitoterapicos, entretanto ainda S&o escassos 0s estudos que
comprovem as propriedades farmacolégicas dessas espécies (LUNA et al., 2020).
Dentre essas espécies Libidibia ferrea (Mart. ex Tul) L.P.Queiroz, conhecida
popularmente como Jucd ou Pau-ferro, pertencente a familia Fabaceae é uma
espécie endémica do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2021).

A utilizacdo de L. ferrea na medicina popular tem sido documentada na
literatura, sendo relatadas propriedades biolégicas importantes como atividades:
anti-inflamatoria, antioxidante, antiproliferativa, cicatrizante, antifungica e
antibacteriana (FALCAO et al., 2019; GUERRA et al., 2017; JOZALA et al., 2020;
KOBAYASHI et al., 2015; NASCIMENTO et al.,, 2017; SOARES et al.,, 2018).
Entretanto, ndo existem estudos que avaliem os efeitos de extratos de L. ferrea
sobre cepas portadoras de mecanismos especificos de resisténcia a antibioticos,
como bombas de efluxo.

As bombas de efluxo sdo proteinas que estdo inseridas na membrana
citoplasmatica das células, podendo estar presente em bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, sendo capazes de extrudir ativamente antibiéticos e substancias
toxicas para o exterior da célula (BAMBEKE et al., 2003). Além disso, sabe-se que a
resisténcia aos farmacos mediada pelas bombas de efluxo pode ocorrer por vias de
resisténcia intrinseca, adquirida ou fenotipica (HERNANDO-AMADO et al., 2016),
sendo frequentemente expressa por cepas de Staphylococcus aureus.

S. aureus € uma bactéria Gram-positiva, presente na microbiota natural de
seres humanos. Entretanto, este patdégeno pode atuar de forma oportunista e
acometer pessoas imunocomprometidas, principalmente em ambientes nosocomiais,
desencadeando processos inflamatérios graves como endocardite, sepse e
pneumonia necrotizante (HAABER; PENADES; INGMER, 2017; SPAULDING et al.,
2013). Além disso, S. aureus tém se tornado resistente a uma ampla gama de
antibioticos utilizados na clinica, devido a praticas como uso incorreto e negligente
dessas drogas, ocasionando o surgimento de Microrganismos Multidrogas
Resistentes (MDR) (DAVIES; BEHROOZIAN, 2020; WANG et al., 2021).
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Diante disso, o0os produtos naturais sao uma importante fonte para a
descoberta e o desenvolvimento de novos produtos ou substancias ativas, que em
associacdo com substancias sintéticas e/ou biologicas, bem como, de forma isolada,
apresentam-se como uma alternativa para formulagdo de farmacos eficientes sobre
diversas doencas humanas (NEWMAN; CRAGG, 2020).

No processo de descoberta de novos agentes antibacterianos, a avaliacdo da
toxicidade do produto natural € uma etapa crucial para determinar o perfil
toxicolégico e a seguranca sobre células eucaridticas (LI et al., 2021). Um modelo
bastante utilizado para tracar o perfil toxicologico de substancias é a mosca da fruta,
Drosophila melanogaster, devido apresentar similaridade na fisiologia em relacao
aos mamiferos, como também é um organismo de ciclo de vida curto, 0s processos
de criacdo e manutencao sao simples, além da necessidade de baixos custos para
sua manutencéo (NG et al., 2019; ONG et al., 2017).

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo de avaliar a composi¢cao
fitoquimica dos extratos etandlicos das folhas e entrecascas de L. ferrea, bem como,
verificar o seu potencial antibacteriano e inibidor de bomba de efluxo sobre a cepa
IS-58 de S. aureus portadora da bomba de efluxo TetK, além de investigar a

toxicidade dos extratos em modelo de D. melanogaster.
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Materiais e Métodos
Coleta e Preparacao dos Extratos

O material vegetal das folhas foi coletado na regido do Cariri, no municipio de
Crato, Ceara, Brasil tendo como coordenadas geograficas latitude sul 7° 14' 19,36" e
39° 24' 53,71" de longitude oeste de Greenwich. As entrecascas foram coletadas no
sitio Cantinho, localizado no municipio de Exu, Pernambuco, Brasil com as seguintes
coordenadas geograficas: 7° 30' 50.2" de latitude sul e 39° 50' 42.7" de longitude
oeste de Greenwich. As folhas foram coletadas em 12 de Novembro de 2021,
enguanto que a casca foi coletada em 12 de Fevereiro de 2021. A espécie vegetal
foi identificada pela Prof. Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva e um exemplar de
voucher foi depositado no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima - HCDAL
da Universidade Regional de Cariri - URCA, catalogado sob o numero de registo
#13905.

As partes coletadas foram trituradas e submersas em solvente etanol PA,
separadamente em temperatura ambiente por 72 horas. Ap0Os esse periodo, a
solucdo obtida foi filtrada e submetida & destilacdo do solvente no aparelho
evaporador rotativo a vacuo (Fisatom Equipamentos Cientificos Ltd., Brasil), onde o
produto obtido foi levado ao banho-maria, para evaporacdo do excedente etandlico
(Quimis Equipamentos Cientificos Ltd., Brasil). O rendimento do extrato obtido foi de
13,69 % para as folhas, 5,33 % para a entrecasca. O Extrato Etandlico das Folhas
de L. ferrea foi denominado de EEFLF e o Extrato Etandlico das Entrecascas de L.

ferrea foi denominado de EEELF.

Preparo da amostra e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Foram pesados 20 mg dos extratos (EEFLF e EEELF) e posteriormente esse
volume foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL e solubilizado em 10 mL de
etanol. Aliquotas de 5 mL das solugcbes obtidas foram transferidas para balbes
volumétricos de 10 mL e o volume foi aferido com agua ultrapura (Purelab Classic
UV, Elga®).

Em seguida foram filtradas para vials com auxilio de filtro PVDF (0,45 um;
Chromafil®). Condicdes cromatogréficas: a andlise por CLAE foi realizada num
sistema de HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA), acoplado a um
detector arranjo de fotodiodo (DAD; Thermo Fisher Scientific) e equipado com

bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientific), desgaseificador e
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amostrador automatico equipado com um loop de 20 uL (ACC-3000, Thermo Fisher
Scientific). O comprimento de onda foi fixado em 270 nm. As separacdes
cromatograficas foram obtidas com uma coluna Cig (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 pm)
Supelco® equipada com pré-coluna (Cis de 4 mm x 3,9 m; Phenomenex®). As
separacoes foram efetuadas a temperatura de 25 + 1 °C. A fase movel foi constituida
por agua ultrapura (A) e metanol (B), ambos acidificados com &cido trifluoroacético a
0,05%, e fluxo ajustado a 0,9 mL/min. Um programa de gradiente foi aplicado como
segue: 0—10 min, 12.5-25% B; 10-15 min, 25-40% B; 15-25 min, 40-75% B; 25-30
min, 75-75% B; 30—-33 min, 75-12.5% B (FERREIRA et al., 2016b). Os dados foram
analisados, apdés a injecdo em triplicata, e processados usando o software
Chromeleon 6.8 (Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA). Os padrdes de acido
elagico (95% de pureza) e &cido galico (pureza analitica) foram utilizados para
confirmar a presenca de compostos nos extractos por espectros de UV e tempo de
retencao, e para calcular o conteido de cada composto nos extractos. Ambos foram

adquiridos a Sigma-Aldrich®.

Ensaios Microbioldgicos

Cepas Bacterianas

A cepa de Staphylococcus aureus utilizada foi a 1S-58 codificada pelo
plasmideo pT181, que carrega 0 gene que expressa a proteina de efluxo de
Tetraciclina - TetK. A cepa foi fornecida pelo Prof. S. Gibbons (University of London),
sendo mantida em &gar sangue (Laboratérios Difco Ltda., Brazil) e, antes dos
experimentos, foi cultivada durante 24 h a 37 °C em meio solido Brain Heart Infusion

(BHI) -Agar (BHI, Acumedia Manufacturers Inc.).

Meios de Culturas

Para realizagdo dos testes microbiolégicos foram utilizados os meios de
cultura: Brain Heart Infusion (BHI)-Agar (BHI, Acumedia Manufacturers Inc.),
preparado de acordo com o fabricante e Brain Heart Infusion (BHI, Acumedia

Manufacturers Inc.) preparado na concentracao de 10 %.

Produtos quimicos e reagentes
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O antibidtico (Tetraciclina), brometo de etidio (EtBr), carbonilcianeto m-
clorofenilidrazona (CCCP) foram obtidos da Sigma Aldrich Co. Ltd. (St. Louis,
E.U.A.), enquanto que a Clorpromazina (CPMZ) foi obtida dos Laboratorios Aché
Pharmaceuticals (Pernambuco, Brasil). O antibiético Norfloxacina, bem como EEFLF
e EEELF, foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) e em agua esterilizada. A
proporcdo de DMSO utilizada foi inferior a 5%. CPMZ e EtBr foram dissolvidos em
agua destilada esteéril, enquanto o CCCP foi dissolvido em metanol/agua (1:3, v/v).

Todas as substancias foram diluidas a uma concentragédo padréo de 1024 pg/mL.

Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CIM)

A CIM foi determinada para os compostos EEFLF e EEELF de acordo com o
Método de Microdiluicdo em Caldo proposto por (JAVADPOUR et al.,, 1996) com
adaptacOes. As estirpes utilizadas nos testes foram semeadas 24h antes das
experiéncias. Apds este periodo, o in6culo bacteriano foi suspenso em solucéo
salina, correspondendo a 0,5 da escala McFarland, aproximadamente 1,5 x 10°
(CFU)/mL. Eppendorfs® foram entdo preenchidos com 900 uL de BHI e 100 pL do
indculo e as placas foram preenchidas com 100 pL da solugéo final. A microdiluicdo
foi realizada com 100 pL em diluicdes em série até ao penultimo poco da placa (1:1),
sendo este ultimo utilizado como controlo de crescimento. As concentracdes dos
compostos variavam de 512 pg/mL a 8,0 pug/mL. Ap6s 24 h de incubacgdo, foram
feitas leituras adicionando 20 pL de Resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-
ium-3-one) (Exodo, Brasil). A Resazurina foi oxidada na presenca do meio &cido
causado pelo crescimento bacteriano, promovendo a mudanca de cor do azul para o
rosa (ELSHIKH et al., 2016). A CIM foi definida como a concentragdo mais baixa em
que ndo se pode observar crescimento (ANDREWS, 2001). Os testes foram

realizados em triplicata.

Avaliacdo da Inibicdo da Bomba de Efluxo pela Modificacdo da CIM de

Antibioticos e Brometo de Etideo

Para observar se EEFLF e EEELF atuam como potenciais inibidores da
Bomba de Efluxo TetK, foi realizado um estudo comparativo entre os efeitos dos

inibidores padréo da Bomba de Efluxo, avaliando a capacidade de ambos de
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diminuir a MIC de EtBr e o antibidtico Tetraciclina. Os inibidores padrdao CCCP e a
Clorpromazina foram utilizados para fornecer a expressdo da bomba TetK pelas
estirpes testadas. A inibicdo da bomba de Efluxo foi testada utilizando uma
Concentragdo Sub-inibitéria (MIC/8) de inibidores e EEFLF e EEELF. Nos testes,
170 pL de cada in6culo bacteriano suspenso em solucéo salina, correspondente a
0,5 da escala McFarland, aproximadamente 1,5 x 10® (CFU)/mL, foi adicionado
juntamente com os inibidores e EEFLF e EEELF (MIC/8) e completado com BHI.
Estes foram entdo transferidos para placas de microdiluicdo de 96 pocos, as quais
foram adicionados 100 pL de antibiético ou EtBr em diluicbes em série (1:1) variando
de 512 a 0,25 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24h e o
crescimento bacteriano foi avaliado com resazurina (7-hidroxi-10-oxidophenoxazin-
10-ium-3-one). A resazurina foi oxidada na presenca de meio acido causado pelo
crescimento bacteriano, causando a mudanca de cor de azul para rosa (ELSHIKH et
al., 2016). A CIM foi definida como a concentracao mais baixa em que nao se pode
observar crescimento (ANDREWS, 2001). A CIM dos controles foi avaliada utilizando
apenas placas com o antibiotico Tetraciclina e com EtBr e os testes foram realizados

em triplicata.

Controle Negativo

Para o controle negativo, foram utilizadas as ultimas fileiras de cavidades das
placas de microdiluicdo, onde apenas o meio de cultura e o in6culo bacteriano foram
adicionados sem a adicdo das substancias testadas, tendo em conta a formacéo
maxima do numero de colbnias bacterianas, para além de provar que o inoculo foi
devidamente adicionado ao eppendorfs®. No entanto, estes numeros ndo foram
adicionados aos gréaficos de resultados devido a impossibilidade de medir o nimero
de colonias formadas num periodo de 24h apds os testes microbiol6gicos. A
metodologia utilizada ndo permite a contagem das col6nias bacterianas, no entanto,
utilizamos a Resazurina como corante para identificar o crescimento bacteriano

através da oxidagao-reducao.

Ensaios de Toxicidade

Estoque de Drosophila melanogaster
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Drosophila melanogaster (estirpe de Harwich) foi obtida do National Species
Stock Center, Bowling Green, OH. As moscas foram criadas em potes de vidro de
340 mL (15 cm de altura e 6,5 de didmetro) cultivadas com o meio contendo: (83 %
de massa de milho, 4 % de acucar, 4 % de leite liofilizado, 4 % de farelo de soja, 4 %
de farelo de trigo ou aveia e 1 % de sal). Por ocasidao do cozimento da mistura foi
acrescentado 1 g de Nipagin (Metilparabeno). Apos resfriamento nos frascos de
crescimento foi adicionado 1 mL de solucdo contendo Saccharomyces cerevisiae. As
moscas foram criadas em estufas BOD de fotoperiodo a temperatura de 25 °C + 1
°C e umidade relativa do ar de 60 %.

Ensaios de sobrevivéncia

O método de bioensaio de ingestdo proposto por Cunha et al. (2015) foi
empregado para avaliar a toxicidade do EEFLF e EEELF. Onde moscas adultas
(machos e fémeas de idade de aproximadamente de 4 dias), em numero de 20,
foram dispostas em frascos de 130 mL, previamente preparados com 1 mL de
solucdo de sacarose em agua destilada, na concentracdo de 20 %, permitindo que
as moscas se alimentassem ad libitum. Os demais tratamentos receberam os
volumes de 25, 50 e 100 mg/mL do extrato etandlico das folhas e da entrecasca de
L. ferrea, sendo que esses volumes foram diluidos na solucdo de sacarose a 20 %.
Todos os bioensaios foram conduzidos em estufa do tipo BOD com ciclo de claro e
escuro de 12:12 horas, temperatura controlada a 26 °C £ 1°C e umidade relativa do
ar de 60 %. Os testes foram realizados em triplicatas e as leituras das taxas de
mortalidade foram feitas em 3,6, 9, 12, 24 e 48 horas (CUNHA et al., 2015).

Ensaio de geotaxia negativa

O dano ao aparelho locomotor foi determinado pelo ensaio de geotaxia
negativa, conforme descrito por (COULOM; BIRMAN, 2004). Resumidamente, logo
apos a contagem da mortalidade das moscas a cada hora 3, 6, 9, 12, 24 e 48. Foi
realizado, concomitantemente, com as moscas sobreviventes o teste de geotaxia
negativa que consiste em contar o nimero de moscas que sobem na coluna do vidro
do préprio experimento, acima de 5 cm, num intervalo de tempo de 5 segundos. Os

ensaios foram repetidos duas vezes em intervalos de 1 min. Os resultados foram
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apresentados como a média de tempo (s) + EP obtidos em duas experiéncias

independentes.

Anélise Estatistica

Os dados centrais e desvios padrdes dos ensaios microbiolégicos foram
obtidos de acordo com a metodologia de Freitas et al. (2021), sobre analise
microbiolégica em placas de microdiluicdo. Os dados foram analisados através do
programa estatistico GraphPad Prisma 6.01 através de um teste ANOVA de uma via.
Em seguida foi feito um teste de Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 foi considerado
significativo e p > 0,05 néo significativo). Para andlise dos dados de toxicidade foi
feito um teste ANOVA de duas vias, seguido por um teste de mdultipla comparacao
de Tukey. Nao havendo diferenca estatistica com uma mesma concentragdo em

funcéo do tempo.

RESULTADOS
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Neste estudo, foi utilizado o método por CLAE baseado em Ferreira et al.,
(2016b) para obter um sistema cromatografico capaz de eluir e proporcionar
resolucdo na separagdo de compostos nas amostras de Libidibia ferrea. Ao analisar
o perfil cromatografico da amostra EEELF (Figura 1), pode-se observar a presenca
de 7 compostos principais, ndo sendo possivel identificar todas as substancias.
Entretanto, os picos observados nos tempos de retencdo 6.27 min (pico 1) e 23.68
min (pico 7), indicam a presenca de mondémeros de taninos hidrolisaveis, acido
galico e acido elagico, respectivamente. Os picos 4, 5 e 6 correspondem a presenca
de taninos hidrolisaveis (derivados de acido elagico) de acordo com os espectros de
varredura. Os picos 2 e 3 indicam a presenca de taninos condensados (derivados de
catequina) de acordo com o0s espectros de varredura com maximos em 200 e 279

nm aproximadamente.
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Figura 1. Cromatograma da amostra EEELF e espectro de varredura dos picos

observados em 270 nm.
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Quanto ao perfil cromatografico da amostra EEFLF (Figura 2), pode-se
observar a presenca de 6 compostos principais. Os picos observados nos tempos de
retencdo 6.10 min (pico 1) e 23.89 min (pico 3), indicam da presenga de mondmeros
de taninos hidrolisaveis, acido gélico e acido elagico, respectivamente. Os picos 2, 4,
5 e 6 correspondem a presenca de flavonoides, e, apesar de ndo ser possivel
identificar quais sao, de acordo com os espectros de varredura é possivel inferir que

pertencem a classe (com maximos de absorcdo em 268 e 350 nm
aproximadamente).
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Adicionalmente, a Tabela 1 contém os teores de acido galico e acido elagico

gue foram calculados segundo a equacao da reta dos padrdes e os resultados foram

obtidos em triplicata e expressos como média * desvio padrdo (desvio padrdo

relativo).
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Tabela 1. Teores de acido galico e acido elagico dos extratos de L. ferrea

Amostra Acido gélico Acido elagico
EEFLF 0,224 + 0,0021 g% (0,94%) 0,339 £ 0,0014 g% (0,42%)
EEELF 0,097 + 0,0017 g% (1,75%) 0,162 + 0,0020 g% (1,26%)

Ensaios Microbiolégicos

Os ensaios para a obtencao da CIM do EEFLF e do EEELF contra a cepa de
S. aureus portadora da bomba de efluxo TetK demonstraram uma atividade
antibacteriana irrelevante, com um valor de CIM = 1024 pg/mL para ambos os
extratos. Ja a CIM do antibiético Tetraciclina foi 64 pg/mL.

Em relacdo aos ensaios de associacdo entre a Tetraciclina e o EEFLF, houve
uma reducédo na CIM do antibiético de 64 pug/mL para 16 pg/mL, sendo caracterizada
como um efeito potencializador da eficacia do antibidtico (Figura 3). Quanto a

associacao da Tetraciclina com o EEELF n&o houve diferenca estatistica.

Figura 3: Efeito da combinacéo do EEFLF e do EEELF com o antibidtico tetraciclina
sobre a cepa IS-58 de S. aureus portadora da bomba de efluxo TetK. O cianeto de

carbonilo m-clorofenilidrazona (CCCP) e a Clorpromazina séo inibidores padréo.
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Na avaliacdo da inibicdo da bomba de efluxo por diminuicdo da CIM do
brometo de etidio foi verificado que a associacdo de ambos o0s extratos nao
apresentaram efeito sobre o funcionamento da bomba de efluxo, visto que os valores

nao diferiram estatiscamente do controle (Figura 4).
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Figura 4: Efeito da combinacdo do EEFLF e do EEELF com o brometo de etidio
sobre a cepa IS-58 de S. aureus portadora da bomba de efluxo TetK. O cianeto de

carbonilo m-clorofenilidrazona (CCCP) € um inibidor padrao.
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Ensaios toxicoldgicos

Os ensaios de toxicoldgicos utilizando o artropode-modelo D. melanogaster
demonstraram que ambos 0s extratos nao apresentaram toxicidade em todas as
concentracdes testadas de 25, 50 e 100 mg/mL, visto que ndo houve mortalidade
nos grupos de tratamento, razao pela qual, ndo foi calculada a ECsp.

Os dados de geotaxia negativa demonstram capacidade de EEFLF e EEELF
de induzirem dano ao aparelho locomotor das moscas. Nesse sentido, foi possivel
observar que o EEFLF promoveu dano ao aparelho locomotor das moscas a partir
das 12 horas de exposicdo nas concentracbes de 50 e 100 mg/mL, havendo
diferenca estatistica em relacdo controle, Figura 5A. Apos o periodo de 24 horas de
exposicdo ao EEFLF, a concentracdo de 25 mg/mL também promoveu dano ao
aparelho locomotor das moscas.

Quanto ao EEELF foi demonstrado que apenas a concentracdo de 100
mg/mL diferiu estatiscamente do controle a partir das 24 horas de exposigao,
enquanto a concentracdo de 50 mg/mL sé diferiu do controle positivo na ultima

leitura de 48 horas de exposicdo ao extrato (Figura 5B).
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Figura 5: Ensaios de geotaxia negativa utilizando o modelo D. melanogaster
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(A) e (B) Dados de geotaxia negativa utilizando o modelo D. melanogaster frente ao
EEFLF e EEELF, respectivamente; **** representa significancia em relagcdo ao

controle

Discussao

Diversos estudos na literatura sobre a composi¢ao fitoquimica de extratos das
cascas e folhas de L. ferrea evidenciam a presenca de acido elagico, galico e
cafeico, além da catequina, epicatequina, quercertina e kaempferol (ALVES DA
SILVA et al.,, 2018; ANDRADE et al.,, 2019; INDRIANI; ELYA; NOVIANI, 2018;
PEDROSA et al.,, 2016). Classes quimicas como a dos taninos, flavondides,
cumarinas, saponinas, esterdides, terpenodides também foram identificados em
triagens fitoquimicas de extratos das cascas e folhas de L. ferrea (FALCAO et al.,
2019b; LEANDRO et al., 2019; LUNA et al., 2020). Esses estudos corroboram com
0S Nossos resultados, visto que as analises fitoquimica dos extratos etandlico das
folhas e entrecasca de pau-ferro através da CLAE evidenciou a presenca de taninos
hidrolisaveis, flavonoéides, acido galico e acido elagico.

Compostos bioativos como o0s que estéo inseridos em classes quimicas como
a dos flavondides, alcaldides, terpendides e esterdides, como também outros
compostos fendlicos séo utilizados para a formulacdo e desenvolvimentos de novos
farmacos para o tratamento de disturbios respiratérios, doencas do trato urinario e
infec¢des cutdneas causadas por microrganismos (MAYEKAR et al., 2021).

Na literatura existem relatos sobre a atividade antibacteriana das folhas de L.
ferrea contra Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa e S. aureus com CIM variando de 0,039 a 25 mg/mL (LUNA et al., 2020).

Também héa estudos avaliando a atividade antibacteriana da entrecasca contra
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cepas padroes e multirresistentes de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, onde
verificaram que ndo houve inibicdo do crescimento bacteriano através da
determinacdo da CIM = 1024 pg/mL (FERREIRA et al., 2016). A MIC é definida
como a menor concentracao da substancia capaz de inibir o crescimento bacteriano,
e é necessaria uma reducdo de trés pontos no MIC para indicar a inibicdo do
crescimento  bacteriano (DAVIES AND WRIGHT, 1997; DAVIES AND
BEHROOZIAN, 2020).

Os resultados do presente estudo demonstraram que o EEFLF e o EEELF
ndo apresentaram atividade antibacteriana sobre a cepa IS-58 de S. aureus,
portadora da bomba de efluxo TetK e ndo inibiram o funcionamento da bomba de
efluxo quando se avaliou através do brometo de etidio. Mas, o extrato da folha de
pau-ferro quando associado ao antibiético, diminui a sua CIM em duas vezes, sendo
caracterizada como uma ac¢ao potencializadora da eficacia do antibiético, podendo
estar agindo sobre outro mecanismo de resisténcia. Ndo existem estudos que
avaliem a atividade antibacteriana dos extratos de L. ferrea sobre a cepa 1S-58 de S.
aureus, sendo o presente estudo o primeiro relato.

A Bomba de Efluxo TetK presente em S. aureus esta inserida na Major
Facilitator Superfamily — MFS que utiliza a forga motriz do gradiente de protons para
expulsar ativamente a Tetraciclina para o exterior da célula bacteriana, diminuindo a
sua concentragdo no meio intracelular e dificultando assim a sua ac¢ao para inibir o
funcionamento dos ribossomos (CHOPRA; ROBERTS, 2001; HOBSON; CHAN;
WRIGHT, 2021; KUMAR et al., 2020).

Além de investigar o potencial antibacteriano de substancias naturais, é
imprescindivel analisar o seu perfil toxico, visto que a atividade terapéutica de uma
substancia natural é considerada segura quando ndo ha presenca de toxicidade
sobre células animais (LI et al., 2021). O presente estudo demonstrou que ambos os
extratos ndo apresentaram toxicidade sobre o modelo alternativo D. melanogaster.

D. melanogaster é considerado um importante modelo alternativo para avaliar
a toxicidade de produtos naturais in vivo devido apresentar uma rapidez na obtencéo
de resultados em comparagcdo com modelos tradicionais, a exemplo, os roedores
(PANDEY; NICHOLS, 2011). Além disso, D. melanogaster possui mais de 75% de
genes de doencas homodlogos aos dos humanos, como também €& amplamente

sensivel a baixas concentracdes de compostos (CHIFIRIUC et al., 2016). Aqui € 0
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primeiro relato sobre a toxicidade de extratos de L. ferrea sobre o modelo alternativo

D. melanogaster.
Concluséo

Nesse estudo, a analise fitoquimica dos extratos das folhas e entrecascas de
L. ferrea por CLAE demonstrou a presenca de taninos hidrolisaveis, flavondides,
acido galico e acido elagico. Entretanto, ambos o0s extratos nao apresentaram
atividade antibacteriana direta sobre a cepa IS-58 de S. aureus, como também, ndo
atuaram como inibidores de bomba de efluxo. No entanto, a associacado do extrato
etanodlico da folha de L. ferrea com a Tetraciclina resultou em uma associacao
sinérgica. Além disso, os extratos ndo apresentaram toxicidade sobre o modelo D.
melanogaster. Conclui-se que o0 extrato etandlico da folha de L. ferrea potencializou
o efeito do antibidtico tetraciclina, mas esse efeito ndo se deve a reversdo da bomba
de efluxo. Novos estudos devem ser realizados visando a identificar esse

mecanismo de acao.
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5 CONCLUSAO

o O presente estudo reuniu em uma revisao 0s conhecimentos sobre os
aspectos botéanicos, etnobotanica, composicdo fitoquimica e as propriedades
bioldgicas de Libidibia ferrea. O acido galico e o acido elagico sdo os compostos
majoritarios mais encontrados nos extratos de cascas, folhas e frutos de Pau-ferro.
As atividades antibacteriana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatoéria e potencial
cicatrizante sdo bem relatadas na literatura.

o Os resultados da andlise fitoquimica dos extratos das folhas e
entrecascas de L. ferrea por CLAE demonstrou a presenca de taninos hidrolisaveis,
flavondides, acido gélico e acido elagico.

o Ambos os extratos ndo apresentaram atividade antibacteriana direta
sobre a cepa 1S-58 de S. aureus, como também, ndo atuaram como inibidores de
bomba de efluxo. No entanto, a associacdo do extrato etanolico da folha de L.
ferrea com a tetraciclina resultou em uma associagao sinérgica.

o Os extratos ndo apresentaram toxicidade sobre o modelo D.
melanogaster. Quanto aos efeitos observados nos ensaios de geotaxia negativa, o
EEFLF induziu dano ao aparelho locomor das moscas.

o S&0 necessarios novos estudos para determinar os mecanismos de
acao dos extratos sobre as cepas portadoras de bombas de efluxo, além de
realizar ensaios com 0s compostos majoritarios, acido elagico e acido galico, para
verificar se esses possuem efeito de inibicdo semelhante ao que apresentou nesse

estudo.
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