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RESUMO

As plantas do género Bauhinia comumente conhecidas por pata-de-vaca, apresenta na medicina
popular caracteristicas anti-inflamatdrias e antimicrobianas e, com os adventos das pesquisas
laboratoriais, pode-se evidenciar demais atividades: larvicida, citotdxica, anti-helmintica e
antioxidante. Todavia, este género apresenta uma variedade de espécies com similaridade
morfologica, bem como o potencial farmacoldgico apresentado, sendo necessario a realizacéo
de estudos dos caules e das folhas para a caracterizacdo anatdmica e histoquimica. E nesse
sentido que esta pesquisa se debruga em analisar Bauhinia pulchella com a microscopia e com
a histoguimica das folhas e do caule e avancar nas pesquisas de potenciais antimicrobianos e
anti-inflamatorio das fragdes do extrato etanélico do caule da referida espécie. Para tanto, foram
utilizados métodos usuais de microscopia contendo sec¢bes transversais do caule, peciolo,
lamina foliar e paradérmicos da lamina foliar de B. pulchella, além de testes histoquimicos a
fim de localizar os metabdlitos na lamina foliar e do caule, por meio de sec¢des transversais.
Nos estudos anatdmicos foi possivel diferenciar das outras espécies a nervura central com
contorno plano-convexo, 1-2 camadas de colénquima e tricomas tectores, sendo essas as
caracteristicas que a difere de outras espécies do género Bauhinia. Alcaloides, compostos
fenolicos, compostos lipofilicos, lignina, triterpenos, esteroides e taninos foram observados na
espécie através da histoquimica. Para a obtencdo dos metabolitos secundarios presentes no
caule, foi realizado a producéo do extrato etanolico (EECBP) para o posterior fracionamento
cromatografico (FEECBP) e a determinacdo da taraxerona e sitosterona na fracdo (J-1) e y-
sitosterol; estigmasterol e 3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona na fracdo (J-2) através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/EM). Avaliar citotoxicidade
apos a exposicdo das fracdes pelo método MTT e investigacao da atividade imunomodulatéria,
foi utilizado modelo in vitro com cultura celular de macr6fagos murinos, RAW 264.7,
estimulados com LPS e tratados com diferentes concentracdes de FEECBP para a determinagéo
das concentracGes de Oxido nitrico (NO) e das citocinas TNF-o e TGF-4, as quais formam
moduladas pelas fracbes J-1 e J-2. Foram testadas as fracOes para a determinacdo da
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Letal Minima (CLM) e se possuem acao
sinérgica ou aditiva frente ao uso concomitante com antibioticos pelo método checkerboard
nos ensaios antimicrobianos. Foram observadas as menores CIM para P. aeruginosa ATCC
10226 (0,078 mg/mL), S. cholerasuis ATCC 14028 (0,156 mg/mL) género Candida e S.
epidermidis ATCC 12228 (0,312 mg/mL) e a CLM contra cepas de P. aeruginosa ATCC 10226
(0,078 mg/mL), género Candida (0,312 mg/mL) e S. aureus ATCC 25923 (0,312 mg/mL). Foi
observado sinergismo potencial na escala de 16x com a associa¢do de FEECBP e os antibioticos
cefalexina, norfloxacino, gentamicina, polimixina contra S. aureus ATCC 25923, S.
epidermidis ATCC 12228, S. cholerasuis ATCC 14028, E. coli ATCC 10536 e P. aeruginosa
ATCC 10226. Com base em tudo o que foi discutido, é possivel notar que a espécie B. pulchella
representa uma promissora area de estudo para pesquisas anti-inflamatérias e antimicrobianas.
Além disso, ha um grande potencial para investigar sua caracterizacdo anatémica e
histoquimica em todo o género, e esse trabalho ja contribuiu de maneira inédita para essa area
de conhecimento.

Palavras-chave: Bauhinia pulchella. Histoquimica. Propriedade antimicrobiana.
Citotoxicidade. Esteroides. Terpenoides. 3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona.



ABSTRACT

Plants of the Bauhinia genus, commonly known as pata-de-vaca, have anti-inflammatory
and antimicrobial properties in folk medicine. With the advent of laboratory research,
other activities have been demonstrated: larvicidal, cytotoxic, anthelmintic and
antioxidant. However, this genus has a variety of species with morphological similarity,
as well as the pharmacological potential presented, requiring studies of the stems and
leaves for anatomical and histochemical characterization. It is in this sense that this
research focuses on analyzing Bauhinia pulchella with microscopy and histochemistry of
the leaves and stem and advancing research on the antimicrobial and anti-inflammatory
potential of the fractions of the ethanolic extract of the stem of this species. For this
purpose, usual microscopy methods were used, containing cross sections of the stem,
petiole, leaf blade and paradermal parts of the leaf blade of B. pulchella, in addition to
histochemical tests in order to locate the metabolites in the leaf blade and stem, through
cross sections. In the anatomical studies, it was possible to differentiate from other species
the central vein with plano-convex contour, 1-2 layers of collenchyma and tector
trichomes, which are the characteristics that differentiate it from other species of the
genus Bauhinia. Alkaloids, phenolic compounds, lipophilic compounds, lignin,
triterpenes, steroids and tannins were observed in the species through histochemistry. To
obtain the secondary metabolites present in the stem, the ethanolic extract (EECBP) was
produced for subsequent chromatographic fractionation (FEECBP) and the determination
of taraxerone and sitosterone in fraction (J-1) and y-sitosterol; stigmasterol and 3,7-
dihydroxy-3-phenyl-4-chromanone in fraction (J-2) through gas chromatography coupled
to a mass spectrometer (GC/MS). To evaluate cytotoxicity after exposure of the fractions
by the MTT method and investigate the immunomodulatory activity, an in vitro model
with cell culture of murine macrophages, RAW 264.7, stimulated with LPS and treated
with different concentrations of FEECBP was used to determine the concentrations of
nitric oxide (NO) and the cytokines TNF-a and TGF-g, which were modulated by
fractions J-1 and J-2. The fractions were tested to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), Minimum Lethal Concentration (MLC) and whether they have
synergistic or additive action when used concomitantly with antibiotics by the
checkerboard method in antimicrobial assays. The lowest MICs were observed for P.
aeruginosa ATCC 10226 (0.078 mg/mL), S. cholerasuis ATCC 14028 (0.156 mg/mL)
Candida genus and S. epidermidis ATCC 12228 (0.312 mg/mL) and MLC against strains
of P. aeruginosa ATCC 10226 (0.078 mg/mL), Candida genus (0.312 mg/mL) and S.
aureus ATCC 25923 (0.312 mg/mL). Potential synergism on a 16x scale was observed
with the association of FEECBP and the antibiotics cephalexin, norfloxacin, gentamicin,
and polymyxin against S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228, S.
cholerasuis ATCC 14028, E. coli ATCC 10536, and P. aeruginosa ATCC 10226. Based
on all that was discussed, it is possible to note that the species B. pulchella represents a
promising area of study for anti-inflammatory and antimicrobial research. In addition,
there is great potential to investigate its anatomical and histochemical characterization
throughout the genus, and this work has already contributed in an unprecedented way to
this area of knowledge.

Keywords: Bauhinia pulchella. Histochemistry. Antimicrobial property. Cytotoxicity.
Steroides. Terpenoids. 3,7-dihydroxy-3-phenyl-4-chromanone.
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1 INTRODUCAO

O potencial do Brasil para o desenvolvimento de novos medicamentos a partir das
plantas é devido a biodiversidade presente no pais que, possui em torno de 20% do patriménio
genético do planeta concentrada nessa regido do globo terrestre. O processo de disseminacao
das culturas e o éxodo das populagcfes favoreceram as trocas de informacdes entre diversos
povos. De tal forma, a etnofarmacologia foi expandida e agregada a diversas culturas,
possibilitando a ampliacdo de formas de uso, assim como o investimento em pesquisas a
respeito da grande variedade de plantas medicinais para fins terapéuticos (Brasil, 2012;
Thompson; Pascalicchio, 2012). As plantas medicinais sdo definidas conforme a Resolugdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 69/14 (Brasil, 2014) como sendo uma espécie vegetal, cultivada
ou ndo, utilizada com propositos terapéuticos e, diante dessa importancia, foi aprovada o
Programa Nacional de Plantas Medicinais pela Portaria Interministerial n® 2960/08, com um
dos propositos de ampliar 0 uso e 0 acesso as plantas medicinais e promover a pesquisa € 0
desenvolvimento nessa tematica (Brasil, 2008).

As pesquisas nessa seara se expandiram e se desenvolveram, possibilitando novas
descobertas e estudos, os quais culminaram em testes cientificos e, consequentemente, em
produtos acabados que abastecem o mercado e suprem a demanda da populagdo, o0s
denominados fitoterapicos. A conceituacdo da referida categoria foi definida pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por meio da Instrugcdo Normativa (IN) n° 130 de

2022 e se refere aum

[...] produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com
finalidade profilatica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e
produto tradicional fitoterapico, podendo ser simples, quando o ativo é proveniente
de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o ativo é proveniente
de mais de uma espécie vegetal (Brasil, 20223, p. 2).

A expansdo da industria dos fitoterapicos vem alcancando altos indices de
desenvolvimento em todo o globo, tornando-se, portanto, uma valiosa possibilidade de
crescimento a nivel nacional. No cenario brasileiro, temos uma dindmica inversamente
proporcional, pois, apesar de possuirmos elevado potencial cientifico de pesquisas no ramo da
fitoterapia, temos uma acentuada retragéo no desenvolvimento e em investimentos no mercado,
que s6 atinge a cifra de US$ 550 milhdes em 2015 (Alves, 2013; Carvalho et al. 2018). O
reflexo dessa situacdo pode ser constatado com uma dréstica reducdo da representacdo das

empresas brasileiras nessa area, atingindo um montante de apenas 15% entre os anos de 2009
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e 2015. Tal situagdo, segundo Hasenclever et al. (2017), é devida a uma auséncia de politicas
publicas que tenham caréter incentivador para que grandes industrias se debrucem em todo o
arsenal contido na flora brasileira.

Outro fator que impossibilita o real e o devido crescimento do setor fitoterapico e,
consequentemente, o desenvolvimento de medicamentos que possam chegar até o consumidor
final é o elevado custo, além das grandes exigéncias para 0s seus registros, que vdo desde as
pesquisas de bioprospeccdo ateé os testes pre-clinicos e clinicos. Fato que acentua o desinteresse
de producado, principalmente das industrias de pequeno porte (Brito; Rodrigues, 2015). Todavia,
Ethur et al. (2011) afirma que a expectativa de novas descobertas de moléculas importantes na
terapéutica de diversas enfermidades se torna um inerente fator que colabora e favorece a
continuidade das pesquisas.

Além dessas possibilidades, os estudos de plantas medicinais também proporcionam
outra importante finalidade, a qual, segundo os autores Barreiro e Bolzani (2009), se da na
capacidade de utilizar suas substancias como prototipo para a sintese de substancias anélogas
mais potentes, seletivas e seguras, tal como podemos observar nas xantinas, sildenafila e
teofilina, que sdo utilizadas para disfuncdo erétil e acdo broncodilatadora, respectivamente.

No extenso rol de plantas medicinais com caracteristicas farmacologicas diversas,
como vimos anteriormente, temos uma ampla diversidade em espécies do mesmo género, tal
como podemos observar no género Bauhinia (L). Dentre as espécies, temos Bauhinia forficata
Link., que através da decoccdo e infusdo das suas folhas se obtém um cha que auxilia no
tratamento da diabetes mellitus tipo 2. Tal finalidade é decorrente da presenca de canferol-3,7-
di-O-ramnosideo na sua composi¢do, que também auxilia como indicador quimico da planta
(Oliveira; Souza, 2022; Pepato et al. 2002). J4 Bauhinia scandens L., por meio do uso do extrato
proveniente do seu caule, é capaz de atuar no manejo de infec¢cbes microbianas e como
antidiarreico (Islam et al. 2022). Enquanto que Bauhinia pulchella Benth., objeto desta
pesquisa, atua no tratamento da dor e inflamagdo, especificamente na terapéutica da
periodontite, através dos estudos mais recentes sobre a alteracdo molecular do fisetinidol, um
flavonoide natural obtido do fracionamento do extrato etandlico do caule (Pinto, 2019).

A comprovacdo de tais ativos e acdes, através de pesquisas, fez com que o uso dessas
plantas medicinais se tornasse uma porta para a criacdo de uma politica publica de saude, a qual
ja se trata de uma realidade que pode ser observada na Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (Rename), onde podemos ter acesso a uma lista basica de produtos a serem

adquiridos para suprir necessidades em salde. Nessa lista existem espécies vegetais
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padronizadas com o nome cientifico, nome popular, indicacéo e acao, formas de apresentacéo
do fitoterapico, como também concentragdo/composi¢éo.

Na mesma perspectiva, 0 Ministério da Saude também elaborou uma relacdo com
plantas medicinais de interesse ao Sistema Unico de Sadde, denominada de ReniSUS, a qual
foi criada em 2009 e contabiliza 71 espécies vegetais com o propdsito de orientar pesquisas e
estudos nessa &rea. Dentro das espécies presentes na ReniSUS, o género Bauhinia foi
contemplado as Bauhinia affinis VVogel., B. forficata e Bauhinia variegata Linn. (Brasil, 2009).

Diante do exposto, percebe-se a necessidade dos estudos com vegetais do género
Bauhinia, tanto pela sua caracterizacdo botanica, devido a formacdo de dados inéditos na
literatura referentes a microscopia e a histoquimica, auxiliando na diferenciacéo da B. pulchella
de outras espécies vegetais; quanto pelo seu potencial quimico e farmacologico a ser analisado,
uma vez que possui diversas abordagens, seja na etnofarmacologia, nos ensaios laboratoriais in
vitro e in vivo e no arsenal diversificado de metabdlitos secundarios, que sdao moléculas
importantes para o uso terapéutico e industrial, tais como os alcaloides, flavonoides, triterpenos
e esteroides.

Por isso, o estudo de B. pulchella foi objeto desta tese, que busca o aprimoramento das
técnicas instrumentais para a obtencdo de resultados Unicos para a comunidade cientifica e
colaborar para o fortalecimento dos programas que envolvam plantas medicinais e o Sistema

Unico de Saude.



22

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar anatdmica e histoquimicamente as folhas e caule de B. pulchella e avaliar

suas atividades antimicrobianas e anti-inflamatorias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as caracteristicas anatdmicas e histoquimicas que divergem a B. pulchella das
demais espécies do género;

e Produzir extrato etandlico do caule de B. pulchella (EECBP) e o0 seu respectivo
fracionamento cromatografico;

e Elucidar quimicamente as fracbes por cromatografo gasoso acoplada a espectrometro de
massas (CG/EM);

e Estabelecer as faixas de citotoxicidade das fracdes trabalhadas pelo método de viabilidade
celular em brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT);

e Estimar a atividade anti-inflamatoria das FEECBP pela quantificacdo das citocinas TNF-a,
TGF- e NO;

e Auvaliar atividade antimicrobiana das FEECBP através dos métodos das Concentracdes
Inibitérias Minimas (CIM) e Letais Minimas (CLM);

e Classificar o efeito modulador das FEECBP com os antibioticos pelo método checkerboard.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONSIDERACOES BOTANICAS

3.1.1 Género Bauhinia (L.)

Classificadas botanicamente como sendo Angiospermas, Eudicotileddneas,
Eudicotiledoneas Core, Rosideas, Fabideas; e pertencentes a ordem Fabales e a familia
Fabaceae (Souza; Lorenzi, 2012); as plantas do género Bauhinia sdo apenas um exemplo da
subfamilia Cercidoideae, a qual corresponde a maior familia em nimero de espécies no Brasil.
A origem do seu nome advém de uma metafora a irmandade fraterna dos irmaos Jean e Gaspard
Bauhin, que deram o seu nome para as plantas com folhas bilobuladas do género (Wang, 2014).

Tais plantas sdo consideradas uma subfamilia monofilética de acordo com estudos
filogenéticos (Tozzi et al. 2016) e podem se apresentar em forma de ervas, arbustos, arvores ou
até mesmo lianas; com desenvolvimento perenes ou anuais e com grandes espécies vegetando
em florestas ou herbaceas encontradas em campos (Polhill; Raven; Stirton, 1981). Em sua
diversidade, caracterizam-se por possuir folhas compostas e alternas, com flores pentameras,
periginas ou hipdginas, geralmente bissexuadas e simetria variada, flores e o fruto tipico é o
legume (Cronquist, 1981; Souza; Lorenzi, 2005; Stevens, 2006).

Por possuir uma gama de exemplares, as plantas da familia Fabaceae possuem
distribuicdo ampla em centros de biodiversidade em diferentes tipos de habitat com clima, solo
e topografia variados (Wojciechowski, 2003; Wojciechowski; Lavin; Sanderson, 2004),
compondo um importante grupo de plantas e representando a maior parte da diversidade
floristica da regido Nordeste do Brasil e do Dominio da Caatinga (BFG, 2015).

Convergindo com as caracteristicas da sua familia, o género Bauhinia apresenta
predominancia no Nordeste brasileiro, mas o seu primeiro centro de diversificacdo do género
provavelmente se deu no continente asiatico (Meng et al. 2014). Ainda de acordo com Meng et
al. (2014), a sua migragdo até a chegada no continente americano provavelmente se deu por
rotas entre ilhas vulcanicas durante o resfriamento terrestre no periodo Paleocénico da Era
Cenozoica gerando um grande intercdmbio bidtico americano entre a Eurésia e a Ameérica, 0
qual pode ser inferido através dos estudos filogenéticos moleculares.

A fim aferir a ancestralidade do género, estudos e trabalhos estdo sendo desenvolvidos
para avaliar tanto macroscopicamente quanto microscopicamente os fosseis foliares vegetais

para auxiliar na diferenciagdo evolutiva das espécies, como podemos perceber através dos
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estudos sobre Bauhinia larsenii sp.; Bauhinia cheniae sp. e Bauhinia ningmingensis sp. (Wang
et al. 2014).

Demais partes da planta também sdo analisadas para melhor caracteriza-las e
diferencia-las, como € o caso do estudo morfologico da superficie das sementes, sua pelagem e
formato regular sdo utilizados para a caracterizagdo das espécies de Bauhinia purpurea Linn. e
B. variegata, utilizando microscopia eletronica de varredura (Ullah et al. 2019). Esses padrdes
estruturais morfoldgicos das sementes e da micromorfologia auxiliam na classificacdo, na
evolucéo e no potencial frutifero das angiospermas (Dahlgren, 1980).

A caracterizagdo das estruturas polinicas e a sua variagdo morfoldgica com
microscopia eletronica de varredura também vem sendo utilizados em prol do arduo trabalho
de identificacdo desse grupo. Podemos verificar essa importancia com a analise do pdlen nédo
especializado de algumas espécies, como é o caso de Bauhinia petersiana Bolle, Bauhinia
bohniana L. Chen. e Bauhinia galpinii N.E.Br., que apresentam estrutura prolato a esferoidal,
microreticulado ou enrugado; enquanto que Bauhinia phoenicea B. Heyne ex Wight & Arn. e
Bauhinia pottsii G. Don. apresentam pdlen tétrades; ja a Bauhinia taitensis Taub. e Bauhinia
tomentosa possuem 4-6 polens colpados; Bauhinia seminarioi Harms ex Eggers. e Bauhinia
picta Kunth. possuem espinhos a partir suas aberturas porosas (Banks; Forest; Lewis, 2013).

No que se refere as folhas também pode-se verificar algumas distingGes entre as
espécies de Bauhinia que podem caracteriza-las e torna-las Unicas dentro do género. No caso
de Bauhinia ungulata L., temos uma lamina de contorno eliptico moderamente bilobulada com
peciolo pulvinado e margem ndo dentada; com venacdo primaria actinédroma basal com 7-9
veias basais com a presenca de veias secundarias. Parte inferior de seio estreito com estdmatos
paraciticos orientados aleatoriamente (Lin et al. 2015).

As folhas de Bauhinia curvula Benth., por sua vez, apresenta uma lamina foliar
anfiestoméatica com predominancia na regido adaxial (Rezende; Cardoso; Vannuci, 1994),
sendo bilobuladas com 2,0 a 7,0 cm de comprimento e 1,5 a 6,0 cm de largura e os apices
variam de obtusos a agudos, tendo nove nervuras primarias; com venacgdo do tipo acrédoma
com nervura primaria retilinea e as laterais em curva.

Enquanto que as folhas de Bauhinia holophylla (Bongard) Steudel. apresentam uma
epiderme tanto abaxial como adaxial pouco cutinizada, com tricomas do tipo tectores formados
por 3-8 células conicas e com apice afilada intumescida, como também glandulares com maior
abundancia na porc¢éo inferior. Possuem também células epidérmicas de diferentes tamanhos,
poliédricas e com raros estdbmatos na porcdo adaxial. J& na porcdo abaxial, apresenta maior

abundéancia de estomatos e tricomas de diferentes tamanhos (Salatino, 1976).
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B. forficata apresenta dois foliolos fundidos, peciolados, com dois pulvinos nas
extremidades de cada peciolo, além de uma lamina foliar bifoliada e simétrica. A venacéo é do
tipo actinddromo, onde cada foliolo possui cinco nervuras primarias, as quais se conectam com
as nervuras secundarias. Ja sua face adaxial é desprovida de tricomas, diferente da sua por¢édo
abaxial que apresenta tricomas tectores alongados, unisseriados, com variagdo de nimero
celular de uma a seis células de diversos tamanhos. No que tange a presenca de estdmatos, na
face adaxial é praticamente inexistente, tendo sua pequena presenca proximo as nervuras, com
caracteristicas anomociticas e com numero celular ao redor de 2-7. Na porc¢édo abaxial, temos
estdbmatos praticamente presentes em toda a sua extensdo, sendo do tipo anomocitico (Lusa;
Bona, 2009).

B. variegata apresenta dois foliolos fundidos e peciolados, com dois pulvinos nas
extremidades de cada peciolo, bilobulado e simétrico. A sua venacgdo é do tipo actinédromo,
onde cada foliolo possui seis nervuras priméarias, que sdo conectadas com as nervuras
secundarias. A sua face adaxial da epiderme possui células poliédricas de tamanhos variaveis e
estdmatos anomociticos com células circundantes de nimero variavel. Ja na regido abaxial,
existem ceélulas poliédricas, com um ndmero mais acentuado de estdmatos que na por¢édo
adaxial, mas com o mesmo padréo de formato (Lusa; Bona, 2009).

Diante do que pudemos observar, as nervuras das folhas do género Bauhinia possuem
um dimensionamento particular do tipo palmatinervea e dois pulvinos caracteristicos, enquanto
gue a venacao padrdo é do tipo actinédromo, sendo, portanto, uma importante ferramenta para

a diferenciacdo de algumas espécies desse género (Vaz; Tozzi, 2003).

3.1.2 Espécie Bauhinia pulchella Benth.

Dentre as espécies do género, B. pulchella é nativa do Brasil e € mais facilmente
encontrada nas regides fitogeograficas da Amazonia, da Caatinga e do Cerrado. Devido a essa
alta incidéncia, ganhou alcunhas populares e passou a ser conhecida como catingueira, miroro,
mororo, mororo-de-bode, pata-de-cabra, pata-de-bode e pata-de-vaca (Queiroz, 2009; Aguiar;
Barros, 2012). Isso se deve, pois, de acordo com Van der Pijl (1952), as folhas de Bauhinia se
caracterizam em trés tipos basicos: unifoliar, bilobulado e bifoliado. E é o formato das folhas,
do peciolo pulvinado e da venagdo acromica que favorecem o seu registro féssil (Lin et al.
2015) e uma melhor identificacdo entre as espécies.

A nova denominagdo pela populagdo diz respeito as estruturas fisicas da referida

planta, ja que sugerem a presenca de uma folha fendida no meio, formando dois lobos ou
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foliolos, que a assemelham a uma pata de bovino ou caprino, caracteristica morfoldgica essa
similar aos representantes do género Bauhinia (Lorenzi; Matos, 2002; Lusa; Bona, 2009). Esse
é um dos fatores que podem gerar entraves nas identificacfes das espécies e, consequentemente,
ao uso medicinal inadequado, ocasionando possiveis intoxicacdes. Tal problematica pode ser
melhor visualizada na figura 1, onde podemos perceber a similaridade morfoldgica de variadas
espécies e até de géneros distintos, 0 que ocasiona um aumento na possibilidade de confuséo

por parte da populacédo na identificacdo e, consequentemente, no seu uso indevido.

Figura 1- Similaridade morfoldgica das folhas em diferentes espécies vegetais
p— — Py / /—\;\\ v/,‘\

YA

Fonte: Wang (2014).

Na figura acima, é possivel notar que existem outros tdxons que apresentam
caracteristicas similares e que podem ser observadas nas seguintes espécies: (a) I[pommoea pes-
caprae (L.) R. Br; (b) Hoya kerrii Craib.; (c) Oxalis corymbosa (DC.) Lourteig.; (d)
Liriodentrites bradacii K.R Johnson.; (e) Liriophyllum kansense Dilcher et P.R. Crane.; (f)
Passiflora cupiformis Masters.; (g) Zygophyllum fabago L.; (h) Brenierea insignis Humbert.;
(i) Hymenaea courbaril L.; (j) Guibourtia coleosperma (Benth.) J. Leonard.; (k) Aphanocalyx
richardsiae (J. Léonard) Wieringa.; (I) Bauhinia didyma L.; (m) B. variegata L.; (n) Cercis
chinensis Bunge. (Wang et al. 2014). Tal similitude acaba por muitas vezes dificultando a
determinacdo da espécie vegetal.
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No que se refere a espécie B. pulchella (figura 2), segundo os autores Vaz e Tozzi
(2003), trata-se de uma

Arvoreta ou arbusto. Entrend distal 0,5-1,5 cm comprimento. Folhas bilobadas,
lamina 1-5,1 x 1,2-6 cm [...] Base emarginada (subcordada) até cordada, 7-nérvea,
nervura marginal aplanada, lobos acrescidos em mais de 3/4, raramente 1/2 do
comprimento total [...] Estipulas rudimentares, submilimétricas; nectarios extraflorais
subuliformes, 0,5-1,0 mm compr., ou rudimentares e geralmente encobertos pelas
estipulas [...] Inflorescéncia até 15 cm compr., curto-pedunculada; pedinculo 0,5-1,5
cm compr.; eixo racemiforme, delgado, tenuemente rufo-tomentelo; inflorescéncias
parciais 2-floras; folhas subopositifolias, lamina 0,7-2 x 0,6-1,6 cm [...] Botdes 10-12
x 0,2-0,3 cm na antese, lineares, apice 5-reentrante-agudo, 5-subcostados a lisos,
enérveos, canos-tomentelos, com tricomas glandulares numerosos e apressos [...]
Flores com pedicelo 0,9-1 cm compr., bractéolas escamiformes, submilimétricas,
hipanto cilindrico, 1,1-1,3 x 0,4-0,7 cm, internamente irregular sericeo-tomentoso na
regido distal; calice fendido na antese em 3-5, lobos reflexos, ondulados a retorcidos,
3,5-5,7 cm compr.; pétalas lineares, dpice agudo, 2 x 0,05-0,1 cm, externamente
glabras; estaminddios 0, estames 10, anteras iguais, lineares, ndo loceladas, filetes 5-
6 cm compr., filetes alternipétalos, internamente tomentosos, coluna estaminal
presente, 8 mm altura méaxima[...] Gineceu 8 cm compr., estigma claviforme, ovério
tomentelo, com tricomas glandulares, estipe 4 cm compr., glabro [...] Legume
deiscente, valvas 9-10-17 x 0,7-0,9 cm, pubérulo a glabro, estipe 2-4,5 cm compr.;
lobos funiculares curto-emarginados. Sementes 5-8 x 3,5-5 mm, conforme figura 2
(Vaz; Tozzi, 2003, p. 118-119).
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pulchella

Fonte: prépria (2020).

Nesse sentido, a avaliagdo histoldgica é essencial. A sua importancia se refere,
principalmente no que concerne ao entendimento de um padréo que favorece a identificagdo do
género; assim como no processo de distincdo entre as espécies que possuem estruturas
macroscopicas bastante semelhantes. Essa Gltima caracteristica pode gerar uma dificuldade de
elucidacdo da espécie vegetal pelos cientistas, mas que se configura como uma mudanca de
paradigma, desta pesquisa, na caracterizacao de B. pulchella, uma vez que inexistem trabalhos
especificos para a sua identificacdo e caracterizacdo individualizada, no que tange na analise
anatdmica e histoquimica do caule e da folha.



29

3.2 CARACTERIZACAO QUIMICA

3.2.1 Classes de metabolitos secundarios encontrados em Bauhinia pulchella Benth.

As espécies deste género apresentam terpenos, alcaloides e principalmente flavonoides
em suas composicGes quimicas, os quais sdo produzidas por diversas vias metabolicas
(Mevalonato; Acetil-CoA e do Acido Chiquimico, respectivamente), partindo de um precursor:
a glicose, conforme podemos observar na figura 3 (Sousa et al. 2016; Carvalho et al. 2018;
Monteiro et al. 2021).

Figura 3 - Principais vias de producéo dos metabdlitos secundérios
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Fonte — prépria (2024).

3.2.1.1 Triterpenos

Os triterpenos fazem parte da classe dos terpenos, que tem como estrutura base duas
unidades de isoprenos (monoterpeno), caracterizado pela presenca de 10 carbonos na sua
molécula. Diante disso, percebe-se que para a formacgdo dos triterpenos é necessario, pelo
menos, 06 unidades isoprenoides (Cso) (Pine, 1987). A partir do Acetil Coenzima A, que é
produzido por meio da glicose, sdo sintetizados o difosfato de isopentenila (DIP) e o difosfato
de dimetilalila (DIM), que sdo os precursores dos monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis),
diterpenos (C2o) e triterpenos (Cao), conforme apresentado na figura 4. Tal estrutura rendeu a
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Leopold Ruzicka o prémio Nobel de quimica em 1939, por ter relacionado a sua estrutura a

precursores biologicos (Pine, 1987).

Figura 4 - Biossintese dos terpenoides
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Fonte — prépria (2024).

Sousa (2016), através do isolamento e elucidacdo estrutural dos constituintes do caule
e da raiz de B. ungulata, obteve os seguintes metabdlitos secundarios e suas respectivas classes
quimica: terpenoides (taraxerol; taraxerona; glutinol e &cido betulinico).

Carvalho (2014) conseguiu obter a avaliagdo dos constituintes presentes nas folhas de
B. pulchella, a qual ¢ rica em a-pineno; 6xido de cariofileno e S-pineno (que sdo terpenoides
presentes nos 0Oleos essenciais). No mesmo trabalho, foi relatado a presenca de triterpenos
(taraxerona e S-amirenona). Enquanto que Gois (2014) obteve, a partir de Bauhinia acuruana
Moric., 0s seguintes constituintes: os sesquiterpenos 1p,6a-diidroxi-4-(14)-eudesmeno e
aromadendrano4p,10a-diol. J& Silva (2018) isolou de Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. e
elucidou a presenca tanto do taraxerol como do 9,19-ciclolanost-24-en-3-ona, comumente
conhecido como cicloarterona, um triterpeno com a capacidade quimiopreventina para o cancer

e indutor de apoptose (Kikuchi et al. 2014).
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3.2.1.2 Esteroides

A classe dos esteroides pode ser considerada uma das mais importantes dos produtos
naturais, pois estd distribuida tanto nos animais como também nos vegetais, envolvido na
formagdo dos acidos biliares e horménios sexuais, sendo seus principais exemplos: colesterol
nos animais, estigmasterol e a digitoxina nos vegetais (Pine, 1987). Heinrich Wieland e Adolf
Windaus relacionaram a relacéo estrutural entre o colesterol e os acidos biliares, com isso,
conseguiram o prémio Nobel de Quimica em 1927 e 1928 (Pine, 1987).

O esqualeno (triterpeno), o qual é produto da biossintese dos terpenoides, como vimos
na figura 4, é um dos precursores esteroidais que € convertido em 2,3-epdxido-esqualeno e,
posteriormente, em lanosterol; sendo, por fim, transformado em colesterol apds a eliminagéo
de trés grupos metilas, alteracdo da posicdo da dupla ligacdo na cadeia ciclica e uma
hidrogenagdo dos carbonos da cadeia alifatica conforme pode ser observado na figura 5 (Pine,
1987).

Figura 5 — Biossintese dos esteroides
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Fonte: prdpria (2024).
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Sousa (2016) e Carvalho (2014) isolaram os esteroides sitosterol e estigmasterol de B.
ungulata e B. pulchella, respectivamente. Ja Gois (2014) elucidou a presenca dos esteroides

sitosterol glicosilado e estigmasterol na espécie B. acuruana.

3.2.1.3 Flavonoides

Os flavonoides apresentam em sua composicdo grupos fenolicos que garantem um
aumento da sua hidrossolubilidade quando ligados a acucares (glicosideos). Sua estrutura base
¢ um anel cromano ligado com um segundo anel na posicdo 2, 3 ou 4 presente na figura 6
(Simdes et al. 2003). A biossintese consiste do intermediario tio-éster p-cumaril-CoA que por
ciclizacdo forma a chalcona que por vias enzimaticas promove o fechamento do anel central,
gerando a flavanona ou a isoflavanona (figura 6) (Simdes et al. 2003).

Dentro do levantamento bibliografico, contido na tabela 1 do tdpico a seguir, é
perceptivel que essa classe de metabolitos secundarios € a mais prevalente nos estudos das

espeécies do género Bauhinia.



HO

Figura 6 — Estrutura base dos flavonoides e biossintese da flavanona e isoflavanona
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3.2.2 Levantamento bibliografico dos metabdlitos secundérios presentes no género
Bauhinia

Com o intuito de aprimorar o conhecimento sobre quais constituintes estdo sendo
obtidos de vegetais do género Bauhinia na atualidade, além de conhecer quais as classes dos
metabdlitos secundarios isolados para o desenvolvimento de um banco de dados, foi realizado
uma pesquisa bibliogréfica pela plataforma do SciFinder ® para tal catalogacao.

O periodo determinado para a pesquisa foi entre os anos de 2022 a 2024, revelando
como classes de metabdlitos majoritarios na sua composicdo 0s esteroides, terpenoides e
flavonoides.

A tabela a seguir apresenta quais 0os metabdlitos secundarios e suas referéncias

bibliogréaficas.

Tabela 1 — Estrutura dos metabdlitos secundérios isolados do género Bauhinia

1 2
Gudavalli et al. (2024) Sreevidya et al. (2024)

Sreevidya et al. (2024) Sreevidya et al. (2024)
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33 USO POTENCIAL DOS VEGETAIS DO GENERO Bauhinia E
ETNOFARMACOLOGIA

3.3.1 Potenciais uso do género Bauhinia

3.3.1.1 Desenvolvimento de tecnologias

A utilizacdo do género Bauhinia ndo se limita as suas propriedades farmacologicas,
podendo ser inserida e utilizada em variadas areas, tais como no controle de nutrientes do solo
com Bauhinia brachycarpa Wall., conforme Long et al. (2023) relatou. J4 Dewangan e Mallick
(2022) utilizaram a producéo de biodiesel originada de B. variegata e avaliou o potencial desse
combustivel e os compostos gerados a partir da sua combustéo.

Outros usos também podem ser verificados nos estudos de Chandraker et al. (2022),
que trabalhou com nanoparticulas de prata fabricados a partir de extrato aquoso das folhas de
B. variegata, pela capacidade de deteccdo de diversos metais pesados no material obtido, como
é o0 caso do mercurio. Bakshi, Sharma e Nagpal (2022), por sua vez, observaram que 0 extrato
metandlico de B. variegata possuia diferentes polifendis, como o acido galico; catequina; &cido
clorogénico; epicatequina; acido cumarinico quercetina; e kaempferol. Pessoa (2018)
relacionou o potencial antioxidante e antidiabético do referido género a presenca de polifendis.

Nakkala e Laddha (2022), nas suas pesquisas, utilizaram Bauhinia acuminata L. e
padronizaram 0 método para a deteccdo de lupeol a partir da fracdo metandlica das folhas por
cromatografia em camada delgada de alto desempenho (HPTLC), sugerindo que tais
metabdlitos possam servir como marcadores quimiotaxonémicos do género. Os autores Sharma
et al. (2022b) propuseram a utilizacdo das folhas de Bauhinia racemosa Lam. como superficie
para eletrodeposicdo de 6xido de cobre (CuO), com o propoésito de gerar meios de catalise por
imersé&o.

Grygier et al. (2022) quiseram observar vegetais da familia Fabaceae e o seu potencial
para a inddstria na aplicacdo de produtos a base de dleo vegetal e, nesse estudo, foi constatado
a presenca de &cido graxos de cadeia longa saturados e insaturados, carotenoides e fitoesteroides
nas sementes de B. purpurea, os quais sdo classes de substancias com alto potencial de uso

farmacéutico.
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3.3.1.2 Etnofarmacologia e potencial farmacolégico

O uso das plantas para fins terapéuticos tem sua origem mais remota nas antigas
civilizacbes chinesa e indiana, onde se era utilizado diversas plantas com caracteristicas
medicinais como meio curativo de doencas. Esse tratamento de enfermidades advém do
conhecimento etnofarmacoldgico, que instaura a pedra fundante nos estudos e no
desenvolvimento tecnoldgico que propiciam um avango e um melhor manejo de atuacdo na
area, a qual € promissora para a descoberta de novos medicamentos (Brasil, 2012).

A atividade terapéutica de preparacdes de plantas medicinais é atribuida a diversos
fitoquimicos (metabdlitos secundarios), como fendlicos, terpenoides, esteroides ou alcaloides
(Ahmed, 2012). No caso especifico da planta objeto desta pesquisa, temos que, na medicina
popular, as folhas e o caule de B. pulchella sdo usadas na forma de cha para o tratamento de
diabetes (Aguiar; Barros, 2012). Tendo em vista, principalmente, que os principais metabélitos
ativos de plantas que possuem atividade antidiabética sdo: polissacarideos, proteinas,
esteroides, terpenoides, alcaloides, flavonoides e Oleos (Abdel-Hassan; Abdel-Barry;
Mohammeda, 2000; Cechinel-Filho, 2009).

Demais espécies do género também apresenta essa propriedade ja evidenciada em
estudos anteriores, como € o caso das pesquisas de Lino et al. (2004), os quais utilizaram
extratos etanolicos e hexanicos de B. forficata, em um modelo experimental com inducéo de
diabetes em ratos, e constatou que o uso desses extratos foi capaz de diminuir niveis de glicose,
colesterol total e triglicérides.

Podemos, todavia, abranger a area de aplicacdo e/ou atuacdo do género em atividades
antimicrobianas, aumentando o potencial medicinal de Bauhinia. Tal como foi evidenciado por
Da Silva e Cechinel-Filho (2002), que confirmaram atividade antibacteriana das espécies B.
forficata e Bauhinia microstachya (Raddi) J.F.Macbr. ao inativarem cepas de E. coli e S.
aureus. Outros estudos envolvendo B. forficata demonstram que a sua atividade também se
refere as cepas fungicas, como Candida albicans (Alves et al. 2017). Ja Bauhinia splendens
Kunth. foi ativa contra bactérias Gram positiva, como por exemplo, S. aureus e Streptococcus
sp. (Savi et al. 1996), enquanto que B. forficata demonstrou o potencial antifungico contra
Microsporum canis e Trychophyton mentagrophytes.

Essa atuacdo de Bauhinia também se estende a a¢des anti-inflamatorias. Estudos como
os de Sosa et al. (2002) corroboram para isso, principalmente, ao analisarem que os acidos
triterpénicos presentes nas folhas de Bauhinia tarapotensis Benth. foram capazes de produzir

tal acdo com poténcia similar a indometacina. Outro estudo que pode ser enquadrado nessa
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perspectiva é o de Pinto (2019), que desenvolveu uma transesterificacdo utilizando &cido
palmitico e um flavonoide, o qual foi isolado por Carvalho (2014) e proveniente de B. pulchella,
o fisetinidol. Nesse estudo foi produzido o palmitato de fisetinidol, o qual teve capacidade de
reduzir a perda Ossea alveolar, em ensaio pré-clinico, em ratas, através da reducdo dos
marcadores inflamatorios (IL-1f, 1L-8) e dos niveis da expressdo do RNAm de IL-15 e IL-6.
Os trabalhos de Pessoa (2018); Rodrigues et al. (2019) e Rodrigues et al. (2020) relataram a
acao anti-inflamatdria e antioxidante das fracGes obtidas a partir do fracionamento do extrato
etanolico de B. ungulata; enquanto que os estudos de Negi et al. (2012) e Kanchanasin et al.
(2020) evidenciaram atividades antimicrobianas em B. purpurea e B. variegata,
respectivamente.

Sao também relatadas na literatura atividades antitumoral, atividade larvicida contra
Aedes aegypti, antipirética, antioxidante e antimalarica para espécies deste género (Cechinel-
Filho, 2009; Sousa et al. 2016; Lopes et al. 2016; Carvalho et al. 2018; Silva, 2018).
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3.4 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

3.4.1 Processo fisiologico da inflamacéo

Dentro das principais atividades farmacologicas inerentes as plantas do género
Bauhinia, a anti-inflamatéria foi uma das estudadas nesta pesquisa. Tendo em vista que a
resposta imunoldgica, desenvolvida por infeccdes e lesdes teciduais, € capaz de gerar um
processo inflamatorio que, por fim, promove a homeostase do organismo. Nesse sentido, 0
aumento da permeabilidade vascular, vasodilatagdo, aumento da migracdo dos leucécitos para
a regido afetada, liberagdo de mediadores quimicos inflamatdrios, desgranulacdo celular estdo
envolvidos no mecanismo desse processo (Abbas; Litchman; Pillai, 2015).

Em um primeiro momento, o reconhecimento dos padrdes moleculares associados aos
patégenos (PAMPs), que ndo estdo presentes na célula do organismo hospedeiro, séo
reconhecidas pelo sistema imune inato via receptores Toll-Like (TLRs) dos macrofagos,
neutrofilos, monacitos e células dendriticas. Essa ativacao induz a producéo de mediadores pro-
inflamatdrios, tais como as (IL-12; TNF-a; IL-6), que favorecem a ativacdo de forma
exponencial de mais células de defesa, a fim de proporcionar um combate mais efetivo a lesdo
tecidual ou agentes exdgenos existentes (Abbas; Litchman; Pillai, 2015).

Os macrofagos, por sua vez, tém a finalidade de reconhecer os PAMPs e fagocitar os
patdgenos, como também produzir mediadores quimicos inflamatdrios e radicais livres; além
de poderem ser ativados por duas vias: seja por M1 induzido — pela presenca de
lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana das bactérias Gram-negativas ou por
mediadores quimicos como o IFN-y — ou pela M2 — pela presenca de 1L-4; 1L-13 ou I1L-10 do
meio circulante (Abbas; Litchman; Pillai, 2015).

A via de ativacdo M1, induzida por LPS, € ativada pela presenca dos receptores Toll-
Like 4 (TLR-4) e é capaz de induzir a producdo de TNF-a; IL-18; IL-6 e radicais livres de 6xido
nitrico (NO) (Abbas; Litchman; Pillai, 2015). Nesse sentido, estudos envolvendo a utilizagéo
de LPS para promover ensaios in vitro estdo sendo objeto de estudos de pesquisadores que usam
produtos naturais, a fim de procurar desenvolver novos medicamentos (Rodrigues, et al. 2019).

Existem alguns medicamentos no mercado, como os glicocorticoides, que agem em
receptores nucleares capaz de alterar a transcri¢do de genes envolvidos na produgdo no processo
inflamatdrio como a prednisona e a betametasona, as quais possuem analogia estrutural com 0s
esteroides enddgenos como o cortisol, favorecendo sua agdo no mesmo sitio de a¢éo (Katzung,
2017).
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3.4.2 Atividade antimicrobiana e resisténcia aos antibiéticos

Um dos principais avancos da medicina do século XX foi a descoberta dos antibioticos,
uma vez que as mortes por infeccdes bacterianas eram bastante elevadas (Buchalla; Waldman;
Laurenti, 2003). Com o uso indiscriminado, a eficécia terapéutica vem diminuindo devido a
mecanismos de defesa que os proprios microrganismos desenvolvem, gerando cepas cada vez
mais resistentes e, consequentemente, perdendo o arsenal terapéutico (Bell; Pereira; Pita, 2015).

O uso racional de medicamentos e a adocdo de uma padronizacdo de utilizacdo
conforme a infeccdo vem sendo uma das formas de controlar o uso indiscriminado desses
medicamentos. Por esse motivo que, como vimos anteriormente, 0 Ministério da Saude adotou
um mecanismo de padronizacdo, a Rename (Brasil, 2022b), que se refere a uma lista que define
trés tipos de agentes antimicrobianos como o uso entre infecgfes mais comuns e até as mais

graves, levando o nome de AWaRe (Access-Watch-Reserve), onde

No grupo 1 (“acesso”), estdo medicamentos descritos como de primeira ou segunda
linha na escolha de tratamentos para infecgbes comuns, apresentando a caracteristica
de serem amplamente acessiveis. No grupo 2 (“alerta”), estdo aqueles medicamentos
destinados apenas a um grupo especifico de pacientes com doengas e sindromes bem
definidas, devendo sua utilizagdo ser monitorada continuamente. J& no grupo 3
(“reservado”), estdo aqueles antibidticos que devem ser utilizados como ultimo
recurso para tratar infeccfes bacterianas resistentes a mualtiplos medicamentos (Brasil,
2022h, p. 24).

Os antibioticos se dividem quanto a sua estrutura molecular, caracteristica molecular
e locais de acdo. A classe dos g-lactamicos — que tem como 0s representantes principais as
penicilinas; as cefalosporinas; os carbapenéns e 0s monobactamicos — tem em comum a

estrutura do anel S-lactamico conforme ilustrado na figura 7.
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Figura 7 — Estrutura base das penicilinas
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Esses antibidticos tém a capacidade de inibir o crescimento bacteriano, por interferir
na transpeptidacdo da parede celular bacteriana, ou seja, impedindo a ligacdo dos constituintes
N-acetilglicosamina com o &cido N-acetilmuramico, sendo, portanto, responsavel pela morte
celular por ruptura da parede celular. A resisténcia contra essa classe de medicamentos se deve
a fatores como: inativagdo molecular pela enzima p-lactamase; penetragdo reduzida pelo
farmaco e seu efluxo (Katzung, 2017).

Os glicopeptideos, que apresentam como maior exemplar a vancomicina que €
produzida a partir de Streptococcus orientalis e Amycolatopsis orientais, tém como mecanismo
de acdo o impedimento da sintese da parede celular bacteriana, por se ligar ao peptideoglicano
em crescimento, 0 que ocasiona o efeito antibacteriano. Os mecanismos de resisténcia sao 0s
mesmos para os S-lactdmicos (Rang et al. 2012).

Os aminoglicosideos e as tetraciclinas inibem a sintese protéica bacteriana por se
ligarem a subunidade ribossomal 30S, impedindo a ligacdo do RNAy, ja os macrolideos e o
cloranfenicol tém a capacidade de impedir a mesma sintese por se ligarem a subunidade
ribossomal 50S, impedindo a formacéo da ligacdo peptidica entre aminoacidos. Os mecanismos
de resisténcia descritos sdo: influxo comprometido/efluxo aumentado; protecdo ribossomal e
inativagdo enzimatica (Katzung, 2017).

Um dos mais recentes antibioticos sintéticos produzidos e que € considerado como
medicamento reservado, conforme a classificagdo AWaRe da Rename, € a linezolida, a qual é
prescrita para casos onde ndo existem mais outras alternativas terapéuticas, ou seja, para casos
onde a resisténcia bacteriana atingiu todas as classes existentes (Brasil, 2022b). Linezolida é o
unico medicamento da classe das Oxazolidinonas capaz de inibir a sintese proteica por se ligar

a unidade 23S da subunidade 50S do RNA ribossomal, um sitio exclusivo dessa classe que
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resulta em auséncia de resisténcia como ocorre em outras classes de antibioticos (Katzung,
2017).

Devido ao potencial farmacologico e industrial das espécies do género Bauhinia, as
fracOes obtidas a partir do extrato etanolico do caule foram realizados ensaios para determinar
a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), a Concentracdo Letal Minima (CLM) e avaliagéo

moduladora com outros antibidticos.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E CADASTRO NO SISGEN

De acordo com técnicas de herbario padrdo (Bridson; Forman, 2010), especimes
arbustivas adultas de B. pulchella foram coletados na cidade de Sdo Benedito — Ceard, na
rodovia estadual CE-321, km 59, coordenada geografica 4°4°54°’S, 40°50°21°°0O. A exsicata n°
29.463 foi depositada no Herbario Jaime Coelho de Moraes da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), no Campus de Areia, e identificado pelo Professor Dr. Leonardo Pessoa Felix. O
cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen) foi realizado tendo como codigo de cadastro: AF7F878.

4.2 CARACTERIZACAO ANATOMICA

Para a caracterizacdo anatbmica, o material foi fixado em FAA50 (formaldeido, acido
acetico e alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) (Johansen, 1940). Seccdes transversais de caule,
peciolo e lamina foliar foram obtidas & m&o livre, usando I&minas de ago e medula do peciolo
de embadba (Cecropia sp.) como material de suporte.

Para a lamina foliar também foram realizadas sec¢des paradérmicas, nas faces adaxial
e abaxial. Em seguida, as seccBes foram submetidas a uma solucdo de hipoclorito de sédio
(50%) para descoloracao (Kraus; Arduin, 1997).

Apos lavagem em &gua destilada, as secgdes transversais foram coradas segundo
técnica descrita por Bukatsch (1972), com Safranina e azul de Astra; as sec¢bes paradérmicas
foram coradas com azul de metileno (Krauter, 1985). Posteriormente, todas as sec¢fes foram
montadas em laminas semipermanentes, seguindo procedimentos usuais em anatomia vegetal
(Johansen, 1940; Sass, 1951).

Para a analise das laminas foi utilizado microscopio 6ptico de luz e de polarizacao
(Leica DM750M), acoplado com camera digital (Leica ICC50W), através da qual foram obtidas

imagens processadas em software (LAS EZ).
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4.3 TESTE HISTOQUIMICOS

Testes histoquimicos foram realizados em secc@es transversais de laminas foliares e
do caule frescos, obtidas pelo mesmo método usado para a caracterizacdo anatdmica. Os
seguintes reagentes foram utilizados para indicar a presenca dos seguintes metabolitos:
dicromato de potassio (10%) para compostos fendlicos (Johansen, 1940); dragendorff para
alcaloides (Yoder; Mahlberg, 1976); vanilina cloridrica para taninos (Mace; Howell, 1974);
sudan 11l para compostos lipofilicos (Sass, 1951); tricloreto de antimdnio para triterpenos e
esteroides (Mace; Bell; Stipanovic, 1974); lugol para amido (Johansen, 1940); floroglucinol
para lignina (Johansen, 1940) e &cido cloridrico (10%) para estabelecer a natureza dos cristais
(Jensen, 1962).

Controles sem adicdo de reagentes foram realizados em paralelo aos testes
histoquimicos. As laminas semipermanentes foram preparadas contendo secc¢des transversais
(Johansen, 1940; Sass, 1951). A anélise foi conduzida em imagens, usando microscopio éptico
de luz (Leica DM750M), acoplado com camera digital (Leica ICC50W) e processadas em
software (LAS EZ).

4.4 OBTENGAO DO EXTRATO ETANOLICO DO CAULE (EECBP) DE Bauhinia pulchella

O caule apds secagem e trituracdo foi submetido a um processo de extracdo por
maceracao, durante 48 horas. Os extratos foram filtrados e diminuidos o volume por destilacdo
sob pressdo reduzida, sendo o processo extrativo repetido durante 2 semanas, obtendo-se o
extrato etanolico (EECBP).

4.5 METODOS CROMATOGRAFICOS

Na técnica de cromatografia, de adsor¢do em coluna, utilizou-se gel de silica 60 (0,063
a 0,200 mm) da Vetec®. O tamanho e o didmetro das colunas utilizadas variaram de acordo com
a complexidade e massa do material a ser submetido a cromatografia. Nas andlises por
cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de gel de silica G60 da Vetec®
sobre o suporte de vidro e em gel de silica 60 F2s4 sobre aluminio da Silicycle®.

As revelacOes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas através
da exposicao das mesmas a irradiagdo ultravioleta (UV), em dois comprimentos de onda (254

e 365 nm), emitidos por lampada modelo VL-4 LC da Vilber Loumart e/ou por imersdo em
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solucdo de vanilina (CgHgO3) 59/100 mL de acido perclorico (HCIO4) 0,75 M/100 mL de etanol,
seguido de aquecimento em soprador térmico HL-500, da Steinel, a aproximadamente 150 ° C,
durante alguns segundos.

Foram utilizados solventes de qualidade PA, da Synth® ou da Vetec®, tais como
hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, de forma isocratica ou em
misturas, em ordem crescente de polaridade. A remogéo dos solventes dos extratos e das fragoes
resultantes das cromatografias foi realizada em evaporador rotatério da Blchi Rotavapor
Waterbath modelo B-480 e R-114, sob pressdo reduzida. As fracbes obtidas de EECBP
(FEECBP) foram denominadas em J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5.

46 CROMATOGRAFO GASOSO ACOPLADO A ESPECTROMETRO DE MASSAS
(CG/EM)

A identificacdo dos principais constituintes quimicos das fracbes obtidas do extrato
etanolico do caule de B. pulchella (FEECBP) foi realizada em cromatografo CG-EM, da
Agilent®, modelo 7890A, e um espectrometro de massas da Agilent® 5975C inert XL MSD,
com o detector quadrupolo equipado com um sistema de autoinjetor e coluna capilar de silica
fundida da Rtx®-5MS Restek (5%-difenil-95%-dimetil polisiloxano) — com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,25 um, onde o gas de arraste é o0 hélio
num fluxo de 1,2 mL/min. O volume de injecdo de 0,5 yL foi utilizado no modo Splitless, com
uma razdo de divisdo de 1:2. A temperatura do forno foi programada para manter 150 °C por
0,6 minutos, e ter um aumento progressivo de 5 °C por minuto, até atingir 300 °C, em um tempo
de 40,6 minutos de analise.

Os dados de EM foram adquiridos no modo de varredura completa (m/z de 40-550), a
uma velocidade de varredura de 0,3 scans por segundo, usando a ionizacao de elétrons (IE) de
70 eV. A temperatura do injetor e da fonte de ions foi de 250 °C.

Os dados obtidos foram comparados com a biblioteca da National Institute of
Standards and Technology —2017 (NIST, 2017) e dados obtidos por colaboradores que isolaram

e elucidaram suas estruturas.



66

4.7 TESTE IN VITRO COM MACROFAGOS RAW 264.7

Células RAW 264.7, obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brazil),
foram utilizadas para avaliar os efeitos anti-inflamatorios in vitro FEECBP.

As células foram cultivadas em garrafas de cultivo celular contendo meio Eagle
modificado por Dubecco, com glicose, (DMEM) (Gibco®, EUA), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (previamente inativado por aquecimento), ¢ gentamicina a 5 pg/mL e mantidas

em atmosfera tmida em estufa a 37°C e 5% de CO. (Rodrigues, et al. 2019).

4.8 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

As células de macréfagos RAW 264.7 foram semeadas em placas com 96 po¢os
incubadas em estufa, a 37 °C e 5% CO, por 16 h na concentracio de 1x10° células/poco. Cada
regido da placa foi tratada com 06 diferentes concentrac6es de FEECBP (15,625; 31,25; 62,5;
125; 250 e 500 pg/mL), incubadas por 24 h e o sobrenadante, ap6s o tratamento, foi removido
e as celulas aderidas foram lavadas duas vezes com PBS.

O meio DMEM, contendo o brometo 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazélio (MTT, Sigma, EUA) na concentracdo de 500 pug/mL, foi adicionado em cada pogo
por um periodo de 4 h em 37° C e CO2 a 5%, sendo o sobrenadante descartado e adicionado
100 pL de DMSO (Sigma, EUA) em cada um dos pocos. Tal sistema foi submetido a agitacdo
por 15 minutos e a viabilidade celular foi avaliada a partir da formacéo do sal de formazan, sob
analise espectrofotométrica no comprimento de onda de 570 nm (figura 8) (Rodrigues, et al.
2019).

Figura 8 — Esquematizagdo do teste de viabilidade celular
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Fonte: prdpria (2024).
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4.9 AVALIACAO DAS FEECBP SOBRE CELULAS RAW 264.7 ESTIMULADAS POR LPS

O plagueamento com as células RAW 264.7 foi feito na concentracdo de 5x10°
células/mL, em placas com 48 poc¢os, em um sistema umido em 37°C sob 5% de CO3, durante
16 h. Apds decorrer a incubacéo, as células foram pré-tratadas com as fragcdes nas seguintes
concentrages: 15,625 até 500 pg/mL, ou com os controles: DMSO 0,5% ou Dexametasona 4
MM durante 1 h, para estimulacdo por LPS, na concentracdo de 1 pg/mL por 24 h. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi coletado para analise dos marcadores inflamatdrios (figura 9)
(Rodrigues, et al. 2019).

Figura 9 — Esquematizagdo sobre a producgdo dos mediadores inflamatdrios
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Fonte: prépria (2024).

4.10 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE NITRITO

A partir dos macréfagos trabalhados no item 7.7, sobre o teste de viabilidade celular,
a dosagem de nitrito esta relacionada a atividade desse tipo celular, que passa por estimulo com
LPS e o seu sobrenadante ¢ utilizado na Reacéo de Griess. Ao utilizar um volume de 100 pL
do sobrenadante celular, com 150 pL do reagente de Griess, que € constituido por 1% de acido
sulfanilico em 5% de &cido fosforico e 0,1% de dicloridrato de naftil-1-N-etilenodiamina,
percebeu-se a mudanca de coloragdo para a tonalidade cor-de-rosa, que € indicativo da presenca
de NO.

O uso de nitrito de sddio (Sigma, USA), em diferentes concentracfes, é determinante

para a producdo da curva padréo e condiciona para a determinagdo de nitrito no sobrenadante
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da cultura, em diferentes concentracbes das FEECBP (15,625 até 500 pg/mL). Todo esse
processo € realizado antes da estimulacéo celular com LPS (Rodrigues, et al. 2019).

4.11 NIVEIS DAS CITOCINAS TNF-a E TGF-5

Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante da cultura foi coletada para a quantificacdo
dos niveis de TNF-a e de TGF-g, utilizando 0 método imunoenzimaético em fase sélida (ELISA)
do tipo sanduiche, de acordo com as recomendacdes do fabricante (Novex®, Invitrogen, USA)
(Rodrigues, et al. 2019).

4.12 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS FEECBP

Os ensaios referentes ao estudo da atividade antimicrobiana em questdo foram
realizados no Laboratério de Controle Microbioldgico, da Universidade Federal do Ceara.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata; e os seguintes grupos foram testados: grupo
controle de crescimento (meio de cultura + microrganismo); grupo controle de esterilidade
(somente meio de cultura ou diluente); grupo controle de turvacdo (meio de cultura + fracoes);
grupo teste tratado com as fragcdes (meio de cultura + microrganismo + fracoes J-1 até J-5) e
grupo teste tratado com antimicrobianos de referéncia de diferentes classes terapéuticas. O
diluente utilizado para solubilizacdo das fracdes foi o Tween 80 0,5%, e para a solubilizacdo
das drogas padréo foi utilizado &gua ou DMSO 1%, conforme solubilidade do farmaco.

Os microrganismos de referéncia testados foram: Candida albicans ATCC 10231;
Candida krusei ATCC 6258; Candida parapsilosis ATCC 22019; Escherichia coli ATCC
10536; Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphylococcus aureus ATCC 6538;
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; Salmonella cholerasuis ATCC 14028;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10226. Para testes com bactérias e leveduras foram utilizados
0s meios de cultura caldo BHI e caldo Sabouraud, e a temperatura de incubacéo de 37°C e
35°C, respectivamente.

Para padronizacdo dos microrganismos, as cepas em estoque foram repicadas nos seus
respectivos meios de cultura e incubadas overnight. Apds esse periodo, aliquotas das culturas
foram transferidas para salina 0,85% estéril até obter turvacdo equivalente a escala 0,5 de
MacFarland, que corresponde a cerca de 1,0 x 108 UFC/mL e 1,0 x10® UFC/mL para bactérias
e leveduras, respectivamente. As suspensdes microbianas foram diluidas para obter cerca de
105 UFC/mL e 10* UFC/mL para bactérias e leveduras, respectivamente (CLSI, 2024; CLSI,
2017). Essa suspensdo microbiana final foi utilizada para realizag&o dos testes.
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4.13 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A CIM consiste na menor concentracdo da substancia capaz de impedir o crescimento
microbiano (CLSI, 2024), para isso, utilizam-se diluicdes seriadas dos constituintes a serem
analisados em um microambiente com cepas pré-selecionadas, utilizando o método de
microdiluicdo em caldo de cultura Brain Heart Infusion (BHI) em microplacas de 96 pocos,
conforme as Normas M7, Vol. 44, N° 10 para bactérias (CLSI, 2024) e a M27, Vol. 37, N° 13
para leveduras (CLSI, 2017).

Cada cepa foi ativada sob incubagéo a 37° C para bactérias e 35°C para leveduras por
18h, em caldo BHI. Apo6s esse periodo, ocorre a necessidade de padronizacdo da densidade
celular em solucdo salina 0,85% estéril, de modo que seja compativel com a escala de
MacFarland 0,5 (em torno de 1,0 x 108 UFC/mL para bactérias e 1,0 x 10° UFC/mL para
leveduras). Tal suspensdo foi diluida em caldo BHI ou Sabouraud até atingir a concentracdo em
torno de 10° UFC/mL e 10* UFC/mL para bactérias e leveduras, respectivamente. Essa
suspensdo microbiana final foi utilizada para realizacdo dos testes.

No primeiro poco das microplacas foram adicionados 100 pL de caldo BHI e 100 pL
das FEECBP na concentracdo inicial de 5mg/mL. Foi realizada diluicdo seriada até a
concentracdo de até 0,0039 mg/mL. Apds isso, foi adicionado 100 pL da suspensdo microbiana
padronizada (10° UFC/mL e 10* UFC/mL para bactérias e leveduras, respectivamente) em
todos os pogos. As microplacas foram incubadas em estufa overnight, na temperatura de 37°C
para bactérias e 35°C para leveduras. Apds tal incubacdo, foi realizada inspecdo visual do
crescimento microbiano para a determinacao da CIM, além de leitura das determinagdes Gpticas
(DO’s), com o auxilio do leitor de placas (Asys UVM 340, Biochrom, USA) no comprimento
de onda de 620 nm (figura 10).
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Figura 10 — Esquematizacdo para a determinacéo da CIM
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Fonte: prépria (2024).

Foram utilizados métodos de controle para a observacédo de possiveis interferentes na
leitura, sendo esses: meio de cultura com as fragGes (controle de turvacéo); meio de cultura e
suspensdo microbiana (controle de crescimento) e o controle contendo apenas meio de cultura.

A contagem de colbnias em placas em Agar Plate-Count (Romeiro, 2007) serviu para
a determinacdo da populacdo microbiana presente no indéculo inicial e utilizada para a
determinacéo Concentragdo Letal Minima (CLM) (Baron; Peterson; Finegold, 1994).

Foi considerada a CIM que, na menor concentragdo das FEECBP analisadas, tiveram
a capacidade de impedir o crescimento microbiano avaliado através da inexisténcia de turvagédo

visivel nos pocos.

4.14 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO LETAL MINIMA (CLM)

O teste da CLM, que tem por finalidade determinar qual a menor concentracdo possivel
das FEECBP, é capaz de matar as cepas testadas e foi determinada conforme recomendado por
Baron, Peterson e Finegold (1994). Para isso, nos po¢os onde ndo apresentaram crescimento
visivel das microplacas do teste de CIM, foram retiradas aliquotas de 5 pL e adicionadas em
placas contendo agar Plate-Count, pela técnica da microgota (Romeiro, 2007).

Em seguida, o material foi submetido a aquecimento em estufa a 37°C para bactérias
e 35°C para leveduras overnight, para, posteriormente, realizar a contagem de crescimento
microbiano nas placas. A concentracdo de cada fragcdo capaz de reduzir o crescimento
microbiano em até 99,9% foi considerada a CLM em comparacdo ao inoculo inicial (Baron;

Peterson; Finegold, 1994), conforme podemos verificar na figura 11.
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Figura 11 — Esquematizacdo para determinacdo da CLM
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Fonte: prépria (2024).

4.15 ATIVIDADE MODULADORA DAS FRACOES SOBRE ANTIBIOTICOS DE USO
CLINICO

4.15.1 Método checkerboard

O teste checkerboard é capaz de determinar se as fracOes obtidas, a partir do
fracionamento cromatografico de EECBP (FEECBP), podem modular as a¢Ges de diferentes
antimicrobianos (ATB) existentes no mercado farmacéutico, com a proposta de possiveis acdes
sinérgicas ou aditivas, configurando-se na justificativa do uso desse método (Cleeland; Squires,
1991).

Foram adicionados aos pogos das microplacas 80 pL da suspensdo microbiana,
conforme descrito no item 7.13 (Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima — CIM), 80
uL de caldo BHI, 20 puL das FEECBP e 20 L dos antibiéticos.

Também foram realizadas dilui¢Oes seriadas tanto dos antibioticos como das FEECBP,
nas seguintes proporgdes: 1/2; 1/4; 1/8; 1/16. A avaliacdo da turvacdo decorrente do
crescimento microbiano ocorreu apds a incubacdo das microplacas overnight, a 37°C para

bactérias e 35°C para leveduras por inspecdo visual do crescimento microbiano (figura 12).
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Figura 12 — Esquematizacdo do método checkerboard
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A avaliacdo do efeito modulador é através do célculo dos Indices de Concentracéo

Inibitéria Fracionada (ICIF), descritos pelos autores Shin e Lin (2004):

ICIF = CIF(eecsp) + CIF@aTB) = [FEECBP]/CIM(FeEcer) + [ATB]/CIM(aTB)

Onde, [FEECBP] e [ATB] sdo as menores concentracdes das FEECBP e do ATB,
respectivamente, na associagdo, com atividade antimicrobiana. JA CIMreecep) € CIM(aTg) S80
as concentraces inibitorias minimas e isoladas de FEECBP e do ATB, respectivamente. Por
fim, temos CIFreecer) e CIFaTB), que sdo as Concentragdes Inibitorias Fracionadas de FEECBP
e ATB, respectivamente.

O Indice de CIF (ICIF) foi agdo sinérgica para valores < 0,5 e, para acdo aditiva ou

indiferente os valores de > 0,5 e < 1,0. Por fim, os valores > 1,0 sdo antagonistas (Eucast, 2003).
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4.16 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em triplicata, com a determinacédo dos resultados através
da Média + Erro Padrdo da Média. Todos os grupos controles foram comparados pela analise
de variancia (ANOVA), em seguida, foi realizado o pos-teste de Tukey. O programa estatistico
utilizado para a projecédo dos graficos e resultados foi o GraphPad Prism 6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA ESPECIE Bauhinia pulchella Benth.

5.1.1 Caracterizacdo anatbmica

A partir do seccionamento transversal do caule de B. pulchella, em crescimento
secundario, observou-se contorno cilindrico, apresentando suber composto de 7-8 camadas de
células achatadas, em formato oblongo, as quais sdo seguidas por 5-6 camadas de parénquima
cortical (figuras 13A e 13B). O esclerénquima foi observado em distribuigdo de forma

descontinua no caule, especificamente, ao redor do cilindro vascular (figura 13B), o qual é

colateral fechado (figuras 13A e 13B). Na regido central observou-se parénquima medular
(figura 13A).

igura 13 — Seccdo transversal do caule de B.

ey ' T = SRR 2 I N
A: caule em crescimento secundario; B: detalhes do esclerénquima, floema, parénquima cortical, suber e xilema.
cv: cilindro vascular; esc: esclerénquima; fl: floema; pc: parénquima cortical; pm: parénquima medular; su:
stber; xI: xilema.
Fonte: prépria (2022).

Duarte e Debur (2003) descreveram o caule de B. microstachya com formato achatado,
ligeiramente alargado na porcao central, com periderme com células tabulares constituindo o
stber. Adjacente a ele, foi descrito células parenquimaticas e uma bainha esclerenquimatica
envolvendo o sistema vascular. Na regido central foi observado a medula formando quatro
polos, que se assemelhavam a uma cruz com células parenquimaticas, de paredes espessas, onde
foram observados idioblastos contendo cristais frequentemente prismaticos e, raramente,
assumem a forma de drusas. Em B. pulchella ndo foram observados cristais.
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J& no que se refere ao seccionamento transversal do peciolo, observou-se o contorno
do plano convexo do peciolo com suas proeminéncias na regido adaxial (figura 14A). A
epiderme ¢ unisseriada (figuras 14A e 14B), recoberta por cuticula espessa (figura 14B).
Adjacente a epiderme, percebeu-se o parénquima fundamental composto por 5-6 camadas de
células (figura 14A e 14B). Verificou-se também que o tecido esclerenquimatico circundando
todo o feixe vascular (figura 14C). Foi visualizado um grande feixe vascular concéntrico
anficrival, circundando um pequeno feixe concéntrico anfivasal (figura 14C) e sendo
flanqueados adaxialmente, por dois feixes acessorios colaterais (figura 14A e 14D). Notou-se

tricomas tectores em toda epiderme do peciolo (figura 14E).

Figura 14 — Secgdo transversal do peciolo de B. pulchella
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vascular e esclerénquima; D: detalhe do feixe vascular acessério; E: detalhe do tricoma tector. ct: cuticula; ep:
epiderme; esc: esclerénquima; fa: feixe acessério; fl: floema; fv: feixe vascular; pf: parénquima fundamental; tt:
tricoma tector; xI: xilema.
Fonte: prdpria (2022).

Duarte e Debur (2003) descreveram o peciolo de B. microstachya com contorno
semicircular e levemente achatado na face adaxial, apresentando epiderme uniestratificada. Em
seguida, descreveram 4-6 camadas de parénquima fundamental e, na regido central, observaram
feixe vascular do tipo anficrival, com bainha esclerenquimética envolvendo todo o sistema
vascular. Os autores ndo descreveram para B. microstachya feixes acessérios, caracteristica que

difere do presente estudo.
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Ferreira et al. (2003), analisando os caracteres de Bauhinia blakeana Dunn.,
descreveram o peciolo com contorno plano-convexo com duas saliéncias, epiderme
uniestratificada revestida por uma cuticula estriada, seguida por 3-4 camadas de coléngquima,
com cristais dos tipos prisma e drusa. O parénguima fundamental esta formado por 6-7 camadas
de células e o tecido esclerenquimatico descontinuo envolve a regido vascular. Os autores ainda
descrevem para B. blakeana 8-10 feixes vasculares, desses 1 a 2 colaterais em cada saliéncia e
0s demais bicolaterais, situados na regido central.

Além disso, foram observados tricomas tectores uni e pluricelulares, notando-se ainda
raros tricomas glandulares. Lusa e Bona (2009) descreveram, para B. forficata, peciolo com
forma eliptica que apresentam duas projecoes laterais. Na face adaxial, a epiderme unisseriada
é recoberta por cuticula fina. Internamente a epiderme, ocorre uma faixa descontinua de
colénquima, seguida de parénquima cortical e uma extensa bainha de fibras, que envolve o
cilindro vascular com feixe vascular colateral.

Elbanna et al. (2016) descreveram, para Bauhinia vahlii Wight & Arnott., peciolo com
contorno circular, epiderme recoberta por cuticula lisa, seguida por 7-9 camadas de colénquima,
feixe vascular colateral aberto e observaram a presenca de tricomas ndo glandulares e cristais
do tipo prisma detectados em todas as camadas do peciolo e na medula pode ter aglomerados.

Nas seccBes paradérmicas, a lamina foliar de B. pulchella apresentou células
epidérmicas com paredes levemente sinuosas, tanto na face adaxial (figura 15A) quanto na face
abaxial (figuras 15B, 15C e 15D). A lamina foliar foi classificada como anfiestomatica, com
estdmatos anisociticos e tetraciticos na face adaxial (figura 15A), e estbmatos anisociticos,
tetracitico e anomocitico na face abaxial (figuras 15B, 15C e 15D).

A nervura central exibiu um contorno plano-convexo (figura 15E). A epiderme é
unisseriada (figuras 15E e 15F) e recoberta por cuticula fina (figura 15F). A nervura central €
composta por 1-2 camadas de colénquima na face adaxial (figuras 15E e 15G) e o parénquima
fundamental preenche toda a nervura (figuras 15E e 15F). O feixe vascular é do tipo colateral
(figura 15G). Contornando todo o feixe vascular, observou-se tecidos esclerenquimaticos
(figura 15F e 15G). Tricomas tectores encontraram-se distribuidos na lamina foliar com
predominancia na nervura central (figura 15F).

O mesofilo é dorsiventral, composto por 2-3 camadas de parénquima pali¢adico e 1-3
camadas de parénquima esponjoso (figura 15H).
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Figura 15 — Seccdes paradérmicas e transversais da lamina foliar de B. pulchella

Vi 20 ym . 120 pm 70Au"m 20 pm

A: face adaxial; B-D: face abaxial. E-H: aspecto geral e detalhes da ldmina foliar; F: aspecto geral do mesofilo;
H: detalhes do mesofilo. co: colénquima; ct: cuticula; ep: epiderme; esc: esclerénquima; est: estdmato; fl:
floema; fv: feixe vascular; pe: paréngquima esponjoso; pf: parénquima fundamental; pp: parénquima pali¢édico;
tt: tricoma tector; xI: xilema.

Fonte: prdpria (2022).

Pereira et al. (2018) descreveram os caracteres anatdbmicos de B. cheilantha, de
Bauhinia pentandra (Bong.) Steud. e de B. ungulata; e observaram que, nas espécies B.
cheilantha, B. pentandra e B. ungulata, as paredes epidérmicas sao retas a levemente curvadas
na face adaxial, ja na face abaxial de B. cheilantha e B. pentandra as paredes sdo sinuosas, €
em B. ungulata as paredes sdo curvas e um tanto papilosas. Além disso, 0s autores descreveram
as espécies de Bauhinia com folhas anfiestomaticas com estbmatos anomociticos e anisociticos,
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em ambas as superficies. Estbmatos do tipo paracitico também foram observados nas
superficies de B. pentandra e B. ungulata.

Antunes, Pereira e Leitdo (2021) descreveram, para a espécie Bauhinia monandra
Kurz., paredes celulares sinuosas a retas na face adaxial e retas na abaxial, classificando a
lamina foliar como anfiestomatica, com estématos paraciticos e anomociticos na face abaxial,
ja na face adaxial, os estdmatos sdo escassos. Lusa e Bona (2009) observaram, em B. forficata,
face adaxial com paredes ligeiramente curvas e face abaxial com paredes anticlinais mais retas
e foram observados estdbmatos anomociticos em ambas as faces.

Duarte e Debur (2003) descreveram, para lamina foliar de B. microstachya, contorno
biconvexo com proeminéncia na face abaxial. A epiderme é unisseriada com colénquima se
interrompendo, sendo substituida pelo parénquima fundamental, onde se encontra mergulhado
um feixe vascular colateral envolto por bainha esclerenquimatica.

As espécies B. cheilantha, B. pentandra e B. ungulata apresentaram epiderme
unisseriada e papilosa, com cuticula espessa em B. cheilantha e B. ungulata, mas cuticula fina
em B. pentandra. A nervura central das espécies € plano-convexa, com feixes vasculares
colaterais delimitados por duas fitas de esclerénquima, com bainha cristalifera e cortex
colenquimatoso com idioblastos drusiferos esparsos. A por¢do mediana da nervura central de
B. cheilantha tem um feixe vascular central em forma de arco, em forma de “V” em B.
pentandra e em forma de “U” em B. ungulata (Pereira et al. 2018).

Antunes, Pereira e Leitdo (2021), descreveram para B. monandra epiderme
unisseriada, adjacente a epiderme abaxial foi observada duas camadas de colénquima, 5-6
feixes vasculares colaterais, interconectados por uma faixa de parénquima e circundados por
uma espessa capa adjacente ao floema, a qual é constituida por fibras septadas, além de
descreverem para a espécie cristais do tipo drusa no parénquima.

Ferreira et al. (2003) descreveram para B. blakeana mesofilo dorsiventral com 3-4
camadas de parénquima palicadico e 4-5 camadas de parénquima esponjoso, com grandes
espagcos intercelulares. O mesofilo de B. ungulata é dorsiventral em se¢éo transversal, com uma
camada de parénquima palicadico, ja& em B. cheilantha e B. pentandra observaram-se duas
camadas do mesmo parénquima, com idioblastos drusiferos sendo frequentemente
visualizados. O parénquima esponjoso apresentou 2-4 camadas em B. cheilantha e B.
pentandra, com pequenos espacos intercelulares. Em B. ungulata o parénquima esponjoso
apresentou 4-5 camadas, com grandes espacos intercelulares. Idioblastos de cristais prisméticos
foram observados nos sistemas vasculares de feixes secundarios, principalmente em B.

pentandra (Pereira et al. 2018).
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Antunes, Pereira e Leitdo (2021) descreveram para a espécie B. monandra mesofilo
dorsiventral, com duas camadas de parénquima palicadico e cerca de duas camadas de
parénquima esponjoso, além disso, os autores observaram a presenca de cristais do tipo drusa

no mesofilo.

5.1.2 Testes histoquimicos

A figura 16 exibe a lamina foliar em secc@es transversais, submetidas a caracterizacdo
histoquimica. Na figura 16A é apresentada a lamina foliar sem adicdo de nenhum reagente.
Alcaloides foram evidenciados no parénquima fundamental (figura 16B) e compostos fenolicos
tanto no esclerénquima quanto no parénquima fundamental (figura 16C). Na cuticula foi
observada a presenca de compostos lipofilicos (figura 16D). J& a figura 16E evidencia a
presenca de lignina observada no esclerénquima e no feixe vascular da nervura central,
destacada no xilema. Triterpenos e esteroides foram evidenciados no esclerénquima (figura
16F), no parénquima fundamental e no tricoma (figura 16G). No parénquima fundamental

também foi observado aglomerados de taninos (figura 16H). Os testes para amido foram

negativos.
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A Cbntrole; B: Dragéhdorﬁ; C: Dicromato de potéssio; D: Sudan Ill;
E: Floroglucinol; F-G: Tricloreto de antiménio; H: Vanilina cloridrica.
Fonte: prépria (2022).

A figura 17 mostra a haste do caule em cortes transversais submetidos a caracterizacao
histoquimica. A figura 17A exibe o caule sem nenhum reagente. Alcaloides (figura 17B), amido

(figura 17C) e compostos fenolicos (figura 17D) foram evidenciados no parénquima cortical.
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No suber e no parénquima foram observados compostos lipofilicos (figura 17E). A figura 17F
mostra a lignina observada no esclerénquima e no xilema. Os testes para taninos, triterpenos e
esteroides foram negativos. Monteiro et al. (2021), utilizando cromatografia em coluna
Sephadex LH-20 e HPLC semipreparativa, identificaram triterpenoides, esteroides, flavonoides
e compostos fendlicos no caule da espécie B. pulchella, corroborando, em parte, com 0s

achados no presente estudo.

Figura 17 — Histoquimica do caule de B. pulchella
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A: Controle; B: Dragendorff; C: Solu¢do de lodo; D: Dicromato de potéssio; E: Sudan IlI;

F: Floroglucinol.
Fonte: prépria (2023).

5.2 ESTUDO DOS CONSTITUINTES FIXOS DE Bauhinia pulchella

5.2.1 Obtencao do extrato etanolico do caule de Bauhinia pulchella (EECBP)

O caule, apds secagem e trituracdo, gerou 4,0 kg de material vegetal que foi submetido
a extracdo com etanol, por maceragdo, durante 48 horas, sendo 0 processo extrativo repetido
durante 2 semanas. Os extratos obtidos foram filtrados e concentrados por destilagdo sob
pressao reduzida, resultando na obtencédo de 188 g de extrato etandlico do caule de B. pulchella
(EECBP), totalizando um rendimento de 4,7%.
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5.2.2 Fracionamento cromatogréafico do extrato etandlico do caule de Bauhinia pulchella

(EECBP)

Uma aliquota do EECBP, de 145 g, foi submetida a uma coluna filtrante (L = 14,0 cm
e ¢ = 10,0 cm), utilizando 350 g de gel de silica. Foram utilizados hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, como eluentes. As fracbes obtidas
tiveram seus solventes removidos sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio. O resultado

do referido fracionamento estd mostrado na tabela 2.

Tabela 2 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico do EECBP

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-3 (J-1) Hexano 800
4-7 (J-2) Diclorometano 1600
8-10 (J-3) Acetato de etila 1500
11-12(J-4) Acetato de etila/Metanol (50:50) 900
13-15(J-5) Metanol 1000

Fonte: prépria (2023).

Apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD), as frac6es obtidas pelo

mesmo solvente foram separadas em 5 fracdes que sdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 — FracgOes resultantes do tratamento cromatografico do EECBP

FRACAO MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1-3 (3-1) 1,056 0,73

4-7 (3-2) 3,547 2,45

8-10 (3-3) 5,047 3,48

11-12 (3-4) 12,850 8,86

13-15 (J-5) 54,058 37,28
TOTAL 76,558 52,8

Fonte: prépria (2023).

As fracbes de EECBP foram os objetos de estudo para os testes imunoldgicos,

microbiologicos e de caracterizacdo quimica deste trabalho, sendo denominadas FEECBP.
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5.3 COMPOSICAO QUIMICA DE J-1 E J-2

O estudo realizado da composicdo quimica de J-1 e J-2, que foram provenientes do
extrato etandlico do caule de B. pulchella (EECBP), foi realizado por cromatografo gasoso
acoplado a espectrémetro de massas (CG/EM) por analise qualitativa. Os cromatogramas para
a fragdo J-1 podem ser visualizados nas figuras 19 e 21; j& os da J-2, nas figuras 23, 25 e 27.

5.3.1 Composicdo quimica de J-1

5.3.1.1 Taraxerona

A taraxerona faz parte da classe de metabdlitos secundarios chamada de terpenos, os
quais sdo produzidos a partir do acido meval6nico ou do piruvato presentes nas plantas (Simdes
et al. 2003). Essa classe tem como caracteristica quimica sua alta lipossolubilidade, devido a
presenca de seis unidades de isoprenos, com um total de 30 atomos de carbono, conforme pode
ser observado na figura 18.

A partir do espectro de massas (figura 19) foi obtido o pico do ion molecular m/z igual
a 424 daltons, compativel com a férmula molecular CzoHss0. O sinal cromatografico
pertencente a taraxerona, com o tempo de retencdo de 30,72 minutos apresentou sinais em m/z
300, 285, 204, 189 e 133, os quais sdo 0s seus produtos da fragmentacdo, como podem ser
observados nas figuras 18 e 19. Tal componente quimico ja foi isolado anteriormente de B.
ungulata (Sousa, 2016).

A friedelina, que é um terpenoide, é capaz de diminuir ou inibir o crescimento de
patdgenos, apresentando uma CIM de 250 pg/mL, frente a diferentes tipos de cepas do género
Mycobacterium. O é&cido betulinico apresentou um CIM de 400 pg/mL, frente Mycobacterium
tuberculosis, que favorece na hipétese que afirma que essa classe de metabolitos é excelente
precursora para producdo de medicamentos, no que tange a atividade antimicrobiana (Silva et
al. 2020).



Figura 18 — Estrutura quimica da molécula de taraxerona (J-1)
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Figura 19 — Cromatograma de J-1 e 0 espectro de massas para a taraxerona
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5.3.1.2 Sitosterona

A sitosterona faz parte da classe de metabdlitos secundarios, chamados de Esteroides,
0s quais sdo produzidos a partir da Acetil-CoA, que é precursora do &cido mevalénico que
produz os esteroides (Simdes et al. 2003). Essa classe tem como caracteristica quimica sua alta
lipossolubilidade, devido a presenca de 29 carbonos em sua composi¢cdo molecular, como pode
ser observado na figura 20.

A partir do espectro de massas (figura 21) foi obtido o pico do ion molecular m/z igual
a 412 daltons, compativel com a férmula molecular de C29H4g0. O sinal cromatografico
pertencente a sistoterona, com o tempo de retencdo de 32,65 minutos apresentou 0s sinais m/z
289, 229, 147 e 124, os quais sdo os seus produtos de fragmentacdo, compativeis com 0s

mesmos dados obtidos pelos autores (Manoharam; Benny; Yang, 2005).

Figura 20 — Estrutura quimica da molécula de sitosterona (J-1)
29

Fonte: adaptado de Manoharam; Benny; Yang, 2005.



Figura 21 — Cromatogramade J-1eoe
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5.3.2 Composi¢ao quimica de J-2

5.3.2.1 y-sitosterol

O y-sitosterol faz parte da classe de metabdlitos secundarios chamados de Esteroides,
0s quais sdo produzidos a partir da Acetil-CoA, que é precursora do acido mevaldnico que
produz os esteroides (Simdes et al. 2003). Essa classe tem como caracteristica quimica a sua
alta lipossolubilidade, devido a presenca de 29 carbonos em sua composi¢do molecular, como
pode ser observado na figura 22.

A partir do espectro de massas (figura 23) foi obtido o pico do ion molecular m/z igual
a 414 daltons, compativel com a férmula molecular de C29Hs00. O sinal cromatografico
pertencente ao y-sitosterol, com o tempo de retencao de 30,94 minutos apresentou os sinais m/z
396, 329, 303, 213, os quais sdo 0s seus produtos de fragmentacdo, que sdo compativeis com
os dados obtidos pelos autores (Balamurugan; Duraipandiyan; Ignacimuthu, 2011). Tal
constituinte ja foi isolado anteriormente em diferentes espécies de Bauhinia (Da silva et al.
2000).

O y-sitosterol é bastante conhecido por suas atividades antidiabéticas, devido sua
capacidade de diminuir indices glicémicos em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina
(Balamurugan; Duraipandiyan; Ignacimuthu, 2011), assim como induzir respostas anti-

inflamatdrias (Bouic; Lamprecht, 1999).

Figura 22 — Estrutura quimica da molécula de y-sitosterol (J-2)

29 26

Fonte: prépria (2024).
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Figura 23 — Cromatograma de J-2 e o espectro de massas para o y-sitosterol
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5.3.2.2 Estigmasterol

O estigmasterol faz parte da classe de metabolitos secundarios chamados de
Esteroides, os quais sdo produzidos a partir da Acetil-CoA, que € precursora do &cido
mevalodnico, que produz os esteroides (Simdes et al. 2003). Essa classe tem como caracteristica
quimica sua alta lipossolubilidade devido a presenca de 29 carbonos em sua composi¢do
molecular como pode ser observado na figura 24.

A partir do espectro de massas (figura 25) foi obtido o pico do ion molecular m/z igual
a 412 daltons, compativel com a férmula molecular de C29Hss0. O sinal cromatografico
pertencente ao estigmasterol, com o tempo de retencdo de 30,18 minutos, apresentou 0s sinais
m/z 271, 255, 83 e 55, 0s quais sdo o0s seus produtos de fragmentacdo. Tal constituinte ja foi
isolado anteriormente em diferentes espécies de Bauhinia (Sousa, 2016; Gois, 2014). A sua
diferenciacdo molecular, frente ao p-sitosterol, é por apresentar uma insaturacdo entre 0s
carbonos 22 e 23, por isso, difere em 2 daltons entre as moléculas, decorrente da diminuicdo de
2 atomos de hidrogénio em sua composicao.

O estigmasterol é bastante conhecido por suas atividades anti-inflamatdrias e sedativas
(Morgan et al. 2021), mas possui atividades antimicrobianas, conforme apresentado por
(Alawode et al. 2021; Faruqgue et al. 2019).

Figura 24 — Estrutura quimica da molécula de estigmasterol (J-2)
29

Fonte: prépria (2024).
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Figura 25 — Cromatograma de J-2 e 0 esge(;tro de massas para o estigmasterolL
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5.3.2.3 3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona

O 3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona faz parte da classe de metabolitos secundarios
chamados de flavonoides, os quais sdo produzidos a partir do acido chiquimico e da Acetil-
CoA (Simdes et al. 2003), tendo sua molécula base caracteristico da subclasse das
isoflavanonas (Won; Shin; Han, 2008). Essa classe tem como caracteristica quimica a sua baixa
lipossolubilidade, devido aos grupamentos hidroxila em sua estrutura e uma menor quantidade
de carbonos em sua composi¢éo (15 carbonos), que pode ser observado na figura 26.

A partir do espectro de massas (figura 27) foi obtido o pico do ion molecular m/z igual
a 256 daltons, compativel com a férmula molecular de CisH1204. O sinal cromatografico
pertencente ao 3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona, com o tempo de retencdo de 12,81 minutos,
apresentou os sinais m/z 228, 137 e 91, os quais sdo 0s seus produtos de fragmentacdo. Tal
constituinte, até o momento, ndo havia sido relatado no género Bauhinia, sendo, portanto,
inédita a sua identificacdo em todas as suas espécies. O 3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona ja foi
obtido nas espécies Pinus wallichiana A.B.Jacks. (Joshi; Rai; Kumar, 2016) e em Melissa

officinalis L. (Rezaei; Jafarirad; Kosari-Nasab, 2019).

Figura 26 — Estrutura quimica da molécula de 3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona (J-2)

Fonte: adaptado de Rezaei; Jafarirad; Kosari-Nasab (2019).



Figura 27 — Cromatograma de J-2 e 0 espectro de massas para o 3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona
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5.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Com o intuito de se determinar a citotoxicidade de FEECBP contra macréfagos RAW
264.7, foi utilizado o método do MTT. Observou-se, com isso, que, na figura 28, a fragédo J-1
ndo reduziu a viabilidade celular de forma significativa entre 125 e 15,625 pg/mL; como
também, na figura 29, a J-2 ndo reduziu a viabilidade celular de forma significativa entre 62,5
e 15,625 pg/mL.

Dessa maneira, foram definidas as seguintes faixas de trabalho para os ensaios anti-
inflamatorios: J-1(125 e 15,625 pg/mL) e J-2(62,5 e 15,625 pg/mL). N&o foi possivel realizar
0 ensaio para as fragdes J-3; J-4 e J-5 por terem baixa solubilidade no veiculo utilizado (DMSO
0,5%).

Figura 28 — Citotoxicidade de J-1 em células RAW 264.7 pelo método do MTT
J1

1504

100

Viabilidade celular (%)

% % %k

d ke

7
< LTI

Qo
s,
2

Hg/mL

Valores de ****p < 0,0001 quando comparados com o grupo controle DMSO 0,5%
(ANOVA com pos-teste de Tukey).
Fonte: prépria (2024).
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Figura 29 — Citotoxicidade de J-2 em células RAW 264.7 pelo método do MTT
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Valores de ****p < 0,0001 quando comparados com o grupo controle DMSO 0,5%
(ANOVA com pos-teste de Tukey).
Fonte: prdpria (2024).

5.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGCAO DE OXIDO NIiTRICO (NO)

O uso de J-1 (nas concentracdes de 125; 62,5; 31,25 pg/mL) e de J-2 (nhas
concentragdes de 62,5; 31,25 e 15,625 pg/mL) em células de macréfagos do tipo RAW 264.7,
que foram previamente estimuladas com LPS 1 pg/mL, durante um periodo de incubacéo de
24h, gerou um sobrenadante celular que foi submetido ao teste de determinacdo de 6xido
nitrico. Foi possivel determinar uma reducdo significativa nos niveis de NO, presentes no
sobrenadante da cultura celular tratados com as fracbes J-1 e J-2, em todas as faixas de
concentracdo trabalhadas, quando comparados estatisticamente aos grupos nao tratados e
estimulados com LPS (figuras 30 e 31).

Estudos de Rodrigues et al. (2019) evidenciaram a diminuicdo dos niveis de NO em
fracdo de B. ungulata (FABU), rica em flavonoides (liquiritigenina, guibourtinidol e
fisetinidol). Essa situagdo pode ser correlacionada a uma maior diminui¢do dos niveis de NO
celular, quando as células foram expostas a fracdo J-2, em comparacdo a J-1, devido ao fato
daquela possuir em sua composi¢cdo uma isoflavanona (3,7-diidroxi-3-fenil-4-cromanona).
Raso et al. (2001), por sua vez, trazem em seus estudos que os flavonoides agem na modulagéo
de COX-2 e inibicdo da NO-sintase como mecanismos de a¢do desses metabolitos secundarios.
Todavia, a acdo sinérgica entre essas diferentes classes quimicas, presentes nas fracdes

estudadas, ndo pode ser descartada.
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Figura 30 — Determinacdo de 6xido nitrico em células RAW 264.7 na presenca de J-1
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Legenda: LPS — lipopolissacarideo; Vei — Veiculo (DMSO 0,5%)
Valores de ****p < 0,0001 quando comparados com o grupo controle LPS + Vei
(ANOVA com poés-teste de Tukey).
Fonte: prdpria (2024).

Figura 31 — Determinag&o de 6xido nitrico em células RAW 264.7 na presenga de J-2
J2
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Legenda: LPS — lipopolissacarideo; Vei — Veiculo (DMSO 0,5%)
Valores de ****p < 0,0001 quando comparados com o grupo controle LPS + Vei
(ANOVA com poés-teste de Tukey).

Fonte: prépria (2024).

5.6 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS APOS TRATAMENTO COM J-1 E J-2

Conforme observado nas figuras 32 e 33, as concentracbes de TGF-f# foram
aumentadas no processo de sensibilizagéo celular com o LPS, quando comparados com o grupo
controle sem tratamento. As diferentes concentragdes, tanto de J-1 (125; 62,5; 31,25 pg/mL)
como de J-2 (62,5; 31,25 e 15,625 pg/mL), foram capazes de diminuir os niveis da citocina

qguando comparados aos grupos nao tratados e estimulados com LPS, sugerindo que tais fragdes
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apresentaram atividade imunomodulatoria significativa no estudo (figuras 32 e 33). Tais dados
obtidos vao de encontro a pesquisa de Rodrigues et al. (2019), j& que essa ndo obteve reducao
significativa de TGF-4, quando células foram estimuladas por LPS e expostas a fracao rica em
flavonoides de B. ungulata (FABU).

Sob outra perspectiva, os autores Murugesan et al. (2020), ao fazerem uso de um
extrato metandlico de Piper betle L., conseguiram obter um resultado com uma composi¢do
majoritaria de constituintes lipofilicos, como o eugenol e o S-sitosterol, e, com isso, obtiveram
uma diminuicdo da concentracdo dessa citocina em células com artrite reumatoide.

Estudos com terpenoides em ratos demonstraram a regulacdo de TGF- £ (Zhao et al.
2022). Dessa forma, conseguimos obter uma correlagao entre as principais classes que tem acao

imunomoduladora para TGF-$ que sao os esteroides e o0s terpenoides.

Figura 32 — Determinagdo de TGF- # em células RAW 264.7 na presenca de J-1
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Legenda: LPS — lipopolissacarideo; Vei — Veiculo (DMSO 0,5%)
Valores de ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 quando comparados com o grupo controle LPS + Vei (ANOVA com
pos-teste de Tukey).
Fonte: prépria (2024).
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Figura 33 — Determinagdo de TGF-  em células RAW 264.7 na presenca de J-2
J2
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Legenda: LPS — lipopolissacarideo; Vei — Veiculo (DMSO 0,5%)
Valores de **p < 0,01 quando comparados com o grupo controle LPS + Vei
(ANOVA com pos-teste de Tukey).

Fonte: prépria (2024).

Conforme observado nas figuras 34 e 35, as concentracdes de TNF-o foram
aumentadas no processo de sensibilizacdo celular com o LPS quando comparados com o grupo
controle sem tratamento. As diferentes concentragfes tanto de J-1 (125; 62,5; 31,25 pg/mL)
como de J-2 (62,5 pg/mL) foram capazes de diminuir os niveis da citocina quando comparados
aos grupos ndo tratados e estimulados com LPS. Pesquisadores (Murugesan et al. 2020)
observaram que o extrato metandlico de Piper betle, contendo majoritariamente terpenos e
esteroides na sua composicdo, foi capaz de reduzir niveis de TNF- o. Em contraponto,
Rodrigues et al. (2019) ndo obteve reducgdo significativa dos niveis de TNF-a a partir da
exposicdo de células estimuladas por frente a fracdo rica em flavonoides de B. ungulata
(FABU), sugerindo que as fracdes J-1 e J-2, com predominancia de constituintes lipofilicos

(terpenos e esteroides) possuem atividade imunomodulatéria significante conforme

apresentado nesta tese.
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Figura 34 — Determinacgdo de TNF-a em células RAW 264.7 na presenga de J-1
J1
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Legenda: LPS — lipopolissacarideo; Vei — Veiculo (DMSO 0,5%)
Valores de ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 quando comparados com o grupo controle LPS + Vei (ANOVA com
pos-teste de Tukey).
Fonte: prdpria (2024).

Figura 35 — Determinagdo de TNF-a em células RAW 264.7 na presenga de J-2
J2
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Legenda: LPS — lipopolissacarideo; Vei — Veiculo (DMSO 0,5%)
Valores de **p < 0,01 quando comparados com o grupo controle LPS + Vei
(ANOVA com poés-teste de Tukey).

Fonte: prépria (2024).
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5.7.1 Concentracfes inibitorias e letais minimas (CIM e CLM) da FEECBP sobre

leveduras

As fracbes J-1 e J-2 apresentaram Gtima atividade antimicrobiana sobre cepas do

género Candida (C. albicans; C. krusei e C. parapsilosis), com o CIM e o CLM de 0,312

mg/mL para ambos, conforme apresentadas na tabela 4 e nas figuras 36, 37 e 38.

Tabela 4 — Avaliacdo das CIM e CLM das fracdes J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas do género Candida

FRACOES CEPAS CIM (mg/mL) CLM (mg/mL)
C. albicans ATCC 10231 0,312 0,312
J-1 C. krusei ATCC 6258 0,312 0,312
C. parapsilosis ATCC 22019 0,312 0,312
C. albicans ATCC 10231 0,312 0,312
J-2 C. krusei ATCC 6258 0,312 0,312
C. parapsilosis ATCC 22019 0,312 0,312
C. albicans ATCC 10231 2,5 2,5
J-3 C. krusei ATCC 6258 2,5 5
C. parapsilosis ATCC 22019 2,5 2,5
C. albicans ATCC 10231 - -
J-4 C. krusei ATCC 6258 - -
C. parapsilosis ATCC 22019 - -
C. albicans ATCC 10231 - -
J-5 C. krusei ATCC 6258 - -

C. parapsilosis ATCC 22019

Fonte: prépria (2024).
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Figura 36 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana de J-1 sobre cepas do género Candida
J1 - Candida albicans ATCC 10231 J1 - Candida krusei ATCC 6258
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Controle: meio de cultura + microrganismo. Andlise realizada por ANOVA com pos-teste de Tukey. Valores de
*p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 quando comparados ao controle.
Fonte: prépria (2024).
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Figura 37 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana de J-2 sobre cepas do género Candida

J2 - Candida albicans ATCC 10231 J2 - Candida krusei ATCC 6258
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Controle: meio de cultura + microrganismo. Andlise realizada por ANOVA com pos-teste de Tukey. Valores de
*p < 0,05; **p < 0,01 e ****p < 0,0001 quando comparados ao controle.
Fonte: prépria (2024).
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Figura 38 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana de J-3 sobre cepas do género Candida
J3 - Candida albicans ATCC 10231 J3 - Candida krusei ATCC 6258
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Controle: meio de cultura + microrganismo. Analise realizada por ANOVA com pos-teste de Tukey. Valores de
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 quando comparados ao controle.
Fonte: prépria (2024).

A partir da inspegéo visual do crescimento microbiano em meio de cultura contendo
as fraces e as cepas (C. albicans ATCC 10231; C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC
22019), foi possivel a determinacdo do CIM. Conforme analisado, as caracteristicas dos
constituintes majoritéarios das fraces J-1 e J-2, pode-se perceber que eles pertencem a classe
dos terpenos e dos esteroides, as quais possuem caracteristicas lipofilicas.

Os autores Trombeta et al. (2005) relacionaram que constituintes hidrofobicos, como
0s terpenos, possuem acdo antimicrobiana devido a sua estrutura e funcdo de adesdo nas
membranas celulares e, como resultado, na alteracdo da permeabilidade da membrana e do
processo de transporte i6nico. Ja os pesquisadores Toscan et al. (2010), por sua vez, observaram
em seus estudos a inibicdo da respiragdo celular em espécies do género Candida e, tais

levantamentos corroboram com os resultados obtidos.
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5.7.2 Concentracg0es inibitdrias e letais minimas (CIM e CLM) sobre bactérias Gram

negativo

A fracdo J-1 apresentou uma boa atividade antimicrobiana com potencial
bacteriostatico e bactericida em baixas concentracGes sobre cepas de P. aeruginosa ATCC
10226, S. cholerasuis ATCC 14028 e E. coli ATCC 10536, conforme observado pelos CIM e
CLM. Ja a fracdo J-2 teve excelente atividade antimicrobiana com potencial bacteriostatico e
bactericida em baixas concentragdes, principalmente contra P. aeruginosa ATCC 10226 e S.
cholerasuis ATCC 14028. Os resultados de CIM e CLM podem ser observados nas tabelas 5,
6 e 7 e nas figuras 39, 40 e 41.

Tabela 5 — Avaliagdo das CIM e CLM para as fragbes J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de P. aeruginosa ATCC

10226
FRACOES CEPAS CIM (mg/mL) CLM (mg/mL)
J-1 0,625 0,625
J-2 0,078 0,078
J-4 5,0 -
J-5 50 -

Fonte: prépria (2024).

Tabela 6 — Avaliagéo das CIM e CLM para as fragbes J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de S. cholerasuis ATCC

14028
FRACOES CEPAS CIM (mg/mL) CLM (mg/mL)
J-1 0,625 2,5
J-2 0,156 1,25
S.
J-3 cholerasuis 1,25 50
ATCC 14028
J-4 5,0 -

J-5 - -
Fonte: prdpria (2024).
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Tabela 7 — Avaliacdo das CIM e CLM para as fracdes J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de E. coli ATCC 10536

FRACOES CEPAS CIM (mg/mL) CLM (mg/mL)
J-1 1,25 2,5
J-2 5,0 -
J-3 ATE'CCi)gsse i i
J-4 - -
J-5 - -

Fonte: propria (2024).
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Figura 39 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana de J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de P. aeruginosa ATCC
10226
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Controle: meio de cultura + microrganismo. Andlise realizada por ANOVA com p6s-teste de Tukey. Valores de
****n < 0,0001 quando comparados ao controle.
Fonte: prépria (2024).
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Figura 40 — Avaliacédo da atividade antimicrobiana de J-1; J-2; J-3 e J-4 sobre cepas de S. cholerasuis ATCC
14028

J1 - Salmonella cholerasuis ATCC 14028 J2 - Saimonella cholerasuis ATCC 14028
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Controle: meio de cultura + microrganismo. Andlise realizada por ANOVA com pos-teste de Tukey. Valores de

****p < 0,0001 quando comparados ao controle.
Fonte: prépria (2024).
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Figura 41 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana de J-1 e J-2 sobre cepas de E. coli ATCC 10536
J1 - Escherichia coli ATCC 10536 J2 - Escherichia coli ATCC 10536
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Controle: meio de cultura + microrganismo. Analise realizada por ANOVA com pés-teste de Tukey. Valores de
****n < 0,0001 quando comparados ao controle.
Fonte: prépria (2024).

A partir da inspegéo visual do crescimento microbiano em meio de cultura contendo
as fracOes e as bactérias Gram negativo (P. aeruginosa ATCC 10226; S. cholerasuis ATCC
14028 e E. coli ATCC 10536), foi possivel a determinacdo do CIM.

Nos estudos de Gustafson et al. (1998) foram observados que bactérias Gram
negativo, quando em contato com substancias lipofilicas, como os terpenos, sofriam perda do
material celular devido a solubilizacdo da membrana com caracteristicas lipidicas e a
coagulacdo dos seus constituintes citoplasmaticos. J& os estudos de Cox et al. (2000)
observaram que os terpenos favoreciam na perda de ions potassio e na inibicdo da respiracao
celular e, devido a isso, promove a sua acao bactericida, corroborando com os dados presentes
nesta tese.

Os resultados encontrados para J-2 sobre cepas de P. aeruginosa ATCC 10226
favorecem no maior empenho para o desenvolvimento de pesquisas nessa tematica, uma vez
que esse microrganismo apresenta elevada incidéncia de resisténcia, mas, nos ensaios de CIM
e CLM, obteve um efeito bacteriostatico e bactericida elevado. Algumas explicagdes para esse
fendmeno podem ser elencadas, como por exemplo, a necessidade de um meio com moléculas
hidrofilicas capazes de interagir por interagdes do tipo dipolo-dipolo, com proteinas e
carboidratos de membrana que favorecem a inser¢do dos constituintes apolares com maior
atividade antimicrobiana (Saad; Muller; Lobstein, 2013).

A fracdo J-2 apresenta na sua composicdo tanto moléculas apolares como o
estigmasterol e y-sitosterol e moléculas polares, como a isoflavanona, a 3,7-diidroxi-3-fenil-4-

cromanona, onde tal combinacao pode ter favorecido nesse excelente resultado. Grupos polares
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como alcoois (-OH) ligados a moléculas altamente lipofilicas, como o estigmasterol e o y-
sitosterol, podem interagir com os grupos polares de membrana, como também funcionar como
doadores de préton, influenciando no pH intracelular e promovendo sua acdo antimicrobiana
(Kalemba; Kunicka, 2003).

5.7.3 Concentrac0es inibitdrias e letais minimas (CIM e CLM) sobre bactérias Gram

positivo

A fracdo J-1 apresentou boa atividade antimicrobiana sobre cepas S. aureus ATCC
25923 e S. epidermidis ATCC 12228, conforme observado no CIM e no CLM. Ja a fragdo J-2
teve excelente atividade antimicrobiana com potencial bacteriostatico e bactericida em baixas
concentracgdes, principalmente sobre cepas de S. aureus ATCC 25923, conforme apresentado
no CIM e no CLM. J-3, por sua vez, apresentou moderada atividade antimicrobiana sobre cepas
de S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 6538 e S. epidermidis ATCC 12228, com potencial
bacteriostatico e bactericida em baixas concentracbes, conforme apresentado no CIM e no

CLM. Todos os dados podem ser observados nas tabelas 8, 9 e 10 e nas figuras 42, 43 e 44.

Tabela 8 — Avaliagdo das CIM e CLM para as fracfes J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de S. aureus ATCC

6538
FRACOES CEPAS CIM (mg/mL) CLM (mg/mL)
J-1 25 25
J-2 1,25 1,25
J-4 - -
J-5 - -

Fonte: prépria (2024).
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Tabela 9 - Avaliacdo das CIM e CLM para as fragbes J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de S. aureus ATCC

25923
FRACOES CEPAS CIM (mg/mL) CLM (mg/mL)
J-1 0,625 0,625
J-2 0,312 0,312
J-4 50 50
J-5 - -

Fonte: propria (2024).

Tabela 10 - Avaliacdo das CIM e CLM para as fragBes J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de S. epidermidis

ATCC 12228
FRACOES CEPAS CIM (mg/mL) CLM (mg/mL)
J-1 0,312 1,25
J-2 0,625 0,625
J-4 25 5,0
J-5 5,0 5,0

Fonte: prépria (2024).



110

Figura 42 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana de J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de S. aureus ATCC

6538
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Controle: meio de cultura + microrganismo. Andlise realizada por ANOVA com p6s-teste de Tukey. Valores de
****n < 0,0001 quando comparados ao controle.

Fonte: prépria (2024).
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Figura 43 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana de J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de S. aureus ATCC
25923

J1 - Staphylococcus aureus ATCC 25923 J2 - Staphylococcus aureus ATCC 25923
2.0 2.0

-
[
1
=
o
1

e
2
1

Absorbancia (620nm)
o b
1 1
Absorbancia (620nm)
5
1

e
o
I

Concentragdo (mg/mL) Concentragdo (mg/mL)

J3 - Staphylococcus aureus ATCC 25923 J4 - Staphylococcus aureus ATCC 25923
2.0 2.0

-
L
1
-
o
1

o
2]
1

Absorbancia (620nm)
& B
1 1
Absorbancia (620nm)
5
1

S
o
I
4
=)
1

% 0 o P
NI S YL
N R Y

O D e
PP
NN

Concentracdo (mg/mL) Concentragao (mg/mL)

J5 - Staphylococcus aureus ATCC 25923

2.0+

-
CJ
1

Absorbancia (620nm)
& 3
1 L

e
=)
1

Concentragao (mg/mL)

Controle: meio de cultura + microrganismo. Andlise realizada por ANOVA com pos-teste de Tukey. Valores de
****1 < 0,0001 quando comparados ao controle.
Fonte: prdpria (2024).
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Figura 44 — Avaliacédo da atividade antimicrobiana de J-1; J-2; J-3; J-4 e J-5 sobre cepas de S. epidermidis ATCC
12228

J1 - Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 J2 - Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
2.0+ 2.0

-
o
1
=y
o
1

ol
o
1

1
o
o

1

ot wa
CLM  CIM &

Hnh

£ £
£ £
o~ (Y]
] e
] ©
0 1.0+ ‘0 1.0
c

2 £
g g
i 2
< <

e
o
1
e
=3
1

O DB AD DO D> e
02 P a2 NV R AP D WX P S
Nt el or ot ¥ et P o

[oud

Concentragdo (mg/mL) Concentragdo (mg/mL)

J3 - Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 J4 - Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

2.0

- [
o o
L ]
-
(2]
L

o
£
1
e
2]
1

CIM ExEE
CLM weee ™

wawn WEE
EEax wwan

Absorbancia (620nm)
L
Absorbancia (620nm)
=
L

CLM CIM

e
o
I

g
o
1

IR SR W S - Jges D L0 B o L P D D e
7\ G a2 QT PO DR A S LG L C
AR AIESAENIENE NP

® P

Concentragédo (mg/mL) Concentragao (mg/mL)

Jb - Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

2.0

-
o
1

e
o
1

Cim
CLM "=

TR wwww KEEE

Absorbancia (620nm)
P
L

o
o
1

L TR PN B PR L - Y -2
D P P NP A P
VNP SRSIENG

o
00

Concentragio (mg/mL)
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****p < 0,0001 quando comparados ao controle.
Fonte: prdpria (2024).



113

A partir da inspecéo visual do crescimento microbiano, em meio de cultura contendo
as fracdes e as bactérias Gram positivo (S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 25923 e S.
epidermidis ATCC 12228), foi possivel a determinacdo do CIM. Os diferentes resultados
encontrados para a mesma espécie, ao se utilizar da mesma fragdo, como no caso das CIM e
CLM de J-1 e J-2 sobre S. aureus 6538 e 25923, podem ser atribuidos a resisténcia que cada
linhagem adquiriu de forma particular (Dos santos et al. 2007).

Pode-se perceber que, quando comparados os resultados entre microrganismos Gram
negativo e Gram positivo, este teve uma maior susceptibilidade quando expostos a J-1 e J-2.
Mangena e Muyima (1999) observaram que bactérias Gram positiva sdo mais sensiveis, apos
serem expostas em meios ricos em terpenos, quando comparados as bactérias Gram negativo,
tal fato pode ser observado pelo dimensionamento do cromatograma de J-1, o qual apresenta
um sinal para a taraxerona mais acentuado que os seus demais constituintes, como também de
J-2.

A simplicidade estrutural da parede celular bacteriana das Gram positivo pode explicar
a diferenca de sensibilidade, uma vez que as substancias testadas tém uma maior facilidade de

penetracdo nas suas células (Dos santos et al. 2007).

5.7.4 Avaliagéo do efeito modulador das FEECBP sobre a agdo de antimicrobianos de uso

clinico

Os ensaios de avaliacdo do efeito modulador foram realizados com as fragGes J1, J2 e
J3, pois apresentaram melhores efeitos antimicrobiano nos ensaios anteriormente realizados na
determinacédo da CIM. Foram selecionadas cepas sobre as quais as fragdes apresentaram maior
eficécia, priorizando-se uma espécie de cada género.

Para a fracdo J-1, foram testadas diferentes cepas (S. aureus ATCC 25923; S.
epidermidis ATCC 12228; S. cholerasuis ATCC 14028; E. coli ATCC 10536; C. parapsilosis
ATCC 22019 e P. aeruginosa ATCC 10226) e foram constatadas 14 associagdes sinérgicas (S)
(87,5%). Dentre esses, alguns foram capazes de diminuir, em até 16 vezes, a CIM de 4 ATB’s
(Cefalexina - CFX; Norfloxacina - NOR; Gentamicina - GENT e Polimixina - POLIMIX) sobre
diferentes cepas (S. aureus ATCC 25923; S. epidermidis ATCC 12228; S. cholerasuis ATCC
14028; E. coli ATCC 10536; P. aeruginosa ATCC 10226). Também foram observadas 2

associag0es aditivas (A) (12,5%), que podem ser observados na tabela 11 e nas figuras 45 a 50.
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Tabela 11 — Efeito modulador da fracdo J-1 sobre a acdo de antimicrobianos de uso clinico

CEPAS ATB  [ATB] CIMATB CIFJ-1 CIFATB ICIF EFEITO
CFX 1,56 25 0,062 0062 0125  S(16x)
S. aureus

PeAiait AMP 1,56 6,25 0,250 0250 0499  S(4x)
NOR 0,39 6,25 0,062 0062 0125  S(16x)
CFX 0,39 6,25 0,250 0062 0312  S(16x)

S. epidermidis

yRiasios AMP 3125 125 0,125 0250 0375  S(4x)
NOR 0781 3125 0,125 0250 0375  S(4x)
CFX 3125 12,5 0,062 0250 0312  S(4x)

S. cholerasuis

s GENT 0781 12,5 0,250 0062 0312  S(16)
NOR 0195 0,78 0,250 0250 0500  S(4x)
CFX 1,56 25 0,062 0062 0125  S(16x)

E. coli

ATeootsss  GENT 039 6,25 0,062 0062 0125  S(16x)
NOR 0,097 0,78 0,125 0124 0249  S(8X)

o aoruginsa  GENT 095 1,56 0,250 0125 0375  S(8%)

ATCCI10226 o) MiIX 0,097 1,56 0,250 0062 0312  S(16)

C. parapsilosis  ANFO 156 3,12 0,500 0500 1,000 A@2x)

ATCC 22019 FLU 25 50 0,500 0,500 1,000  A(2X)

CIM ATB: CIM dos antibiéticos isolados (ug/mL); [ATB]: CIM dos antibidticos na associacéo (ug/mL);
CIF J-1 = [J-1]/CIM J-1; CIF ATB = [ATB]/CIM ATB; ICIF = CIF J-1 + CIF ATB;

ICIF < 0,5 = Sinergismo(S); ICIF > 0,5 e < 1,0 = Aditivo(A) ou indiferente;

ICIF > 1,0 = Antagonismo (ANT) (Eucast, 2003).
Fonte: prépria (2024).
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Figura 45 — Isobologramas com a correlacdo CIF ATB x CIF J-1 para S. aureus ATCC 25923
J1 - Staphylococcus aureus ATCC 25923 J1 - Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Legenda: CFX — Cefalexina; AMP — Ampicilina; NOR — Norfloxacino.
Fonte: prépria (2024).
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Figura 46 — Isobologramas com a correlacdo CIF ATB x CIF J-1 para S. epidermidis ATCC 12228
J1 - Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 J1 - Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
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Legenda: CFX — Cefalexina; AMP — Ampicilina; NOR — Norfloxacino.
Fonte: prépria (2024).
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Figura 47 — Isobologramas com a correlacdo CIF ATB x CIF J-1 para E. coli ATCC 10536
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Legenda: CFX — Cefalexina; NOR — Norfloxacino; GENT — Gentamicina.
Fonte: prdpria (2024).

Figura 48 — Isobologramas com a correlacdo CIF ATB x CIF J-1 para P. aeruginosa ATCC 10226
J1 - Pseudomonas aeruginosa ATCC 10226 J1 - Pseudomonas aeruginosa ATCC 10226
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Legenda: GENT — Gentamicina; POLIMIX — Polimixina.
Fonte: prdpria (2024).
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Figura 49 — Isobologramas com a correlacdo CIF ATB x CIF J-1 para C. parapsilosis ATCC 22019
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Legenda: FLU — Fluconazol; ANFO — Anfotericina.
Fonte: prépria (2024).

Figura 50 — Isobologramas com a correlagdo CIF ATB x CIF J-1 para S. cholerasuis ATCC 14028
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Legenda: GENT — Gentamicina; NOR — Norfloxacino.
Fonte: prépria (2024).

Para a fracdo de J-2, foram testadas diferentes cepas (S. aureus ATCC 25923; S.
epidermidis ATCC 12228; S. cholerasuis ATCC 14028; E. coli ATCC 10536 e C. parapsilosis
ATCC 22019) e foram constatadas 10 associacOes sinérgicos(S) (76,9%). Dentre esses, alguns
foram capazes de diminuir, em até 16 vezes, a CIM de 2 ATB’s (Cefalexina e Gentamicina)
sobre diferentes cepas (E. coli ATCC 10536 e S. aureus ATCC 25923). Também foram
observadas 3 associacOes aditivas(A) (23,1%), que podem ser observados na tabela 12 e nas
figuras 51 e 52.



Tabela 12 — Efeito modulador da fracdo J-2 sobre a acdo de antimicrobianos de uso clinico

CEPAS ATB [ATB] CIMATB CIFJ2 CIFATB ICIF EFEITO
CFX 156 25 0063 0062 0125  S(16x)
S. aureus
A s AMP 156 6,25 0500 0250 0750  A(4x)
NOR 156 6,25 0250 0250 0500  S(4x)
CEX 0,781 6,25 0125 0125 0250  S(8x)
S. epidermidis
oy AMP 3,125 12,5 025 0250 0375  S(4X)
NOR 0781 3125 025 0250 0375  S(4x)
S cholerasuis | CFX 3125 12,5 0062 0250 0312  S(4x)
ATCC 14028 cenT 0781 125 0250 0062 0312  S(16X)
CFX 156 25 0062 0062 0125  S(16x)
E. coli
ATeoatssg  GENT 039 6,25 0062 0062 0125  S(16x)
NOR 0,097 0,78 0062 0124 0187  S(8%)
. parapsilosis ANFO 039 3,12 0500 0125 0625  A(8X)
ATCC22019 1y 125 50 0500 0250 0750  A(4X)

119

CIM ATB: CIM dos antibidticos isolados (ug/mL); [ATB]: CIM dos antibidticos na associacao (ug/mL);
CIF J-2 = [J-2])/CIM J-2; CIF ATB = [ATB]/CIM ATB; ICIF = CIF J-2 + CIF ATB,;

ICIF < 0,5 = Sinergismo(S); ICIF > 0,5 e < 1,0 = Aditivo(A) ou indiferente;

ICIF > 1,0 = Antagonismo (ANT) (Eucast, 2003).
Fonte: prépria (2024).
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Figura 51 — Isobologramas com a correlacdo CIF ATB x CIF J-2 para S. cholerasuis ATCC 14028 e E. coli

ATCC 10536
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Legenda: CFX — Cefalexina; GENT — Gentamicina; NOR — Norfloxacino.
Fonte: prépria (2024).
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Figura 52 — Isobologramas com a correlacdo CIF ATB x CIF J-2 para S. aureus ATCC 25923; S. epidermidis

ATCC 12228 e C. parapsilosis ATCC 22019
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Legenda: CFX — Cefalexina; NOR — Norfloxacino; ANFO — Anfotericina; FLU — Fluconazol.
Fonte: prépria (2024).

Para a fracdo de J-3, foram testadas diferentes cepas (S. aureus ATCC 25923; S.
epidermidis ATCC 12228; S. cholerasuis ATCC 14028; C. parapsilosis ATCC 22019; C.
albicans ATCC 10231; C. krusei ATCC 6258 e P. aeruginosa ATCC 10226) sendo constatadas
5 associacdes sinérgicas(S) (35,7%). Dentre esses, alguns capazes de diminuir, em até 16 vezes,
a CIM de 1 ATB (Cefalexina) em diferentes cepas (S. aureus ATCC 25923; S. epidermidis
ATCC 12228 e S. cholerasuis ATCC 14028); e 8 associagOes aditivas(A) (64,3%), que podem

ser observadas na tabela 13 e na figura 53.
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Tabela 13 — Efeito modulador da fracdo J-3 sobre a acdo de antimicrobianos de uso clinico

CEPAS ATB [ATB] CIMATB CIFJ-3 CIFATB ICIFATB EFEITO
CFX 1,56 25 0,062 0,062 0,125 S(16x)
S. aureus
ATCC 25923  AMP - - - - - -
NOR 3,125 6,25 0,062 0,500 0,562 A(2xX)
CFX 1,56 6,25 0,062 0,250 0,312 S(4x)
S. epidermidis
ATCC 12228 AMP 3,125 12,5 0,500 0,250 0,750 A(8X)
NOR 0,39 3,125 0,500 0,125 0,625 A(8X)
CFX 3,125 12,5 0,125 0,250 0,375 S(4x)
S. cholerasuis
ATCC 14028 GENT 3,125 12,5 0,250 0,250 0,500 S(4x)
NOR - - - - - -
. ANFO 0,195 3,12 0,500 0,063 0,563 A(16x)
C. krusei
ATCC 10536 LU ) ) ) ) ) )
P. aeruginosa GENT i i i i i i
ATCCI10226  po  mix 0,39 1,56 0,250 0,250 0,500 S(4x)
. ANFO 0,39 6,25 0,500 0,063 0,563 A(16x)
C. albicans
ATCC 10231 FLU 3,125 50 0,500 0,063 0,563 A(16x)
o ANFO 0,195 3,12 0,500 0,063 0,563 A(16X)
C. parapsilosis
ATCC 22019 FLU 3,125 50 0,500 0,063 0563  A(16x)

CIM ATB: CIM dos antibiéticos isolados (ug/mL); [ATB]: CIM dos antibidticos na associacéo (ug/mL);
CIF J-3 = [J-3]/CIM J-3; CIF ATB = [ATB]/CIM ATB; ICIF = CIF J-3 + CIF ATB;
ICIF < 0,5 = Sinergismo(S); ICIF > 0,5 e < 1,0 = Aditivo(A) ou indiferente;
ICIF > 1,0 = Antagonismo (ANT) (Eucast, 2003).
Fonte: prépria (2024).
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Figura 53 — Isobologramas com a correlacdo CIF ATB x CIF J-3 para S. aureus ATCC 25923; S. epidermidis
ATCC 12228 e S. cholerasuis ATCC 14028
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Fonte: prépria (2024).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente estudo possibilitou a identificacdo de parametros
anatdmicos e histoquimicos para a diagnose da espécie B. pulchella, uma vez que, diferentes
representantes do género Bauhinia sdo recomendados no ReniSUS, devido ao seu potencial
medicinal.

Na avaliacdo em microscopia de luz, houve a identificacdo e caracterizacdo anatémica
do caule, peciolo e lamina foliar, 0 que evidenciou caracteristicas de diferenciacdo — tais como
o formato do caule; a auséncia de colénquima e a organizagdo dos feixes vasculares no peciolo;
tipificacdo de estdmatos; presenca e auséncia de tricomas glandulares e ndo-glandulares na
lamina foliar; auséncia de cristais prismaticos ou drusas tanto no caule como no peciolo e na
lamina foliar — que se configuram como sendo achados essenciais, que corroboram com o0s
dados registrados na literatura sobre a espécie estudada.

Através da andlise histoquimica, evidenciou-se alcaloides, compostos fendlicos,
compostos lipofilicos e lignina na espécie. Com isso, esse estudo contribuiu para padronizacao
farmacobotéanica da espécie B. pulchella, a fim de evidenciar e corroborar com o ja descrito
para o género Bauhinia na literatura cientifica e auxiliar na diferenciacdo das espécies através
da anatomia, uma vez que, caracteristicas morfolGgicas externas se assemelham como, por
exemplo, a lamina foliar.

Na fracdo J-1 de FEECBP, foram evidenciados como constituintes majoritarios atraves
de CG-EM: taraxerona e sitosterona e em J-2 y-sitosterol; estigmasterol e 3,7-diidroxi-3-fenil-
4-cromanona.

No teste MTT foi possivel definir a faixa de trabalho para os ensaios anti-inflamatdrios
e microbioldgicos, que foram: J-1 (125; 62,5 e 31,25 pg/mL) e J-2 (62,5; 31,25 e 15,625
pg/mL). Houve reducdo significativa nos niveis de 6xido nitrico, TNF- a e TGF- f para ambas
as fragoes.

A fracdo J-1 teve melhores resultados bacteriostaticos contra cepas do género Candida
e S. epidermidis ATCC 12228 e bactericidas contra cepas do género Candida. Ja J-2 teve
melhores resultados bacteriostaticos contra P. aeruginosa ATCC 10226 e S. cholerasuis ATCC
14028 e bactericidas contra P. aeruginosa ATCC 10226, cepas do género Candida e S. aureus
ATCC 25923.

Foi constatado efeito sinérgico com o aumento do potencial antimicrobiano em 16x
para J-1, quando administrado concomitantemente com o uso de farmacos (Cefalexina,;

Norfloxacina; Gentamicina e Polimixina) em diferentes cepas (S. aureus ATCC 25923; S.
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epidermidis ATCC 12228; S. cholerasuis ATCC 14028; E. coli ATCC 10536; P. aeruginosa
ATCC 10226). Para J-2, o efeito sinérgico observado foi 0 aumento do potencial antimicrobiano
em 16x quando administrado concomitantemente com o uso de farmacos (Cefalexina e
Gentamicina) em diferentes cepas (E. coli ATCC 10536 e S. aureus ATCC 25923).

N&o houve resultados expressivos para J-4 e J-5, devido a sua baixa solubilidade no
veiculo utilizado (Tween 80 0,5%). Por todo o exposto, pode-se perceber que a espécie B.
pulchella possui uma fonte potencial de pesquisa nas areas anti-inflamatorias e antimicrobiana,
assim como possui um extenso trabalho a ser realizado na caracterizagdo anatbmica e

histoquimica em todo o género e que tal trabalho colaborou nessa temética de forma inédita.
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Abstract

Bauhinia pulchella Benth. (Fabaceae), is native to Brazil and popularly known as pata-de-bode. In folk medicine, it

is used to treat diabetes. Pharmacological studies have demonstrated different properties, such as cytotoxic and
antioxidant, and different chemical constituents, such as essential oil, triterpenoids, steroids, amang others. In
order to highlight the morphological differences of the species B. pulchella from the others of the genus, and its
pharmacclogical potential, the present study aimed to carry out the anatomical and histochemical characterization

of the stem and leaves of  B. pulchella . Usual methods in plant anatomy were used in the preparation of semi-
permanent slides containing cross sections of the stem, petiole and leaf blade and paradermal sections of the leaf
blade for analysis in light microscopy and polarized light. Histochemical tests were also performed to localize the
metabolites inthe stem and leaf blade. The stem of B.pulchella hasa cylindrical outline, the barkis composed of 7-8
layers of cells and discontinuously distributed sclerenchyma; petiole presents flat convex contour, prominences in

the adaxial region, concentric amphicrivral vascular bundle, surrounding a small concentric anfivasal intramedullary
bundle, adaxially two accessory bundles and tector trichomes; leaf blade with anisocytic and tetracytic stomata

on the adaxial surface and anisocytic, tetracytic and anomocytic on the abaxial surface; and midrib with plain-
convex outline, 1-2 layers of collenchyma and covering trichomes. Characteristics that differ from other species

of the genus Bauhinia . Alkaloids, phenolic compounds, lipophilic compounds, lignin, triterpenes, steroids and
tannins were observed in the species. The results are fundamental for the pharmacobotanical standardization

of the studied species.

Keywords:  Bauhinia pulchella , histochemical analysis, pharmacabotany.

Resumo

Bauhinia pulchella Benth. (Fabaceae), € nativa do Brasil e popularmente mais conhecida como pata-de-bode.

Na medicina popular, € utilizada no tratamento de diabetes. Estudos farmacolagicos demonstraram diferentes
propriedades, como por exemplo, citotdxica e antioxidante, e diferentes constituintes quimicos, como éleo essencial,
triterpencides, esteroides, entre outros. A fim de evidenciar as diferencas morfoldgicas da espécie B. pulchella das
demais do género, e seu potencial farmacoldgico, o presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizacao
anatdmica e histoquimica do caule e das folhas de B. pulchella . Métodos usuais em anatomia vegetal foram utilizados

na preparacao de ldminas semipermanentes contendo secbes transversais do caule, peciolo eldmina foliar e se¢des
paradérmicas da lamina foliar para anélises em microscopia éptica de luz e luz polarizada. Testes histoquimicos

também foram realizados para localizar os metabélitos no caule e lamina foliar. O caule de B. pulchella apresenta
contorno cilindrico, casca composta de 7-8 camadas de células e esclerénquima distribuido descontinuamente;

peciolo apresenta contorno planc convexo, proeminéncias na regido adaxial, feixe vascular concéntrico anficrivral,

circundando pequeno feixe concéntrico anfivasal intramedular, adaxialmente dois feixes acessdrios e tricomas
tectores; lamina foliar com estématos anisociticos e tetraciticos na face adaxial e anisociticos, tetraciticos e
anomaciticos na face abaxial; @ nervura central com contorno plane-convexo, 1-2 camadas de colénquima e
tricomas tetores. Caracteristicas que difere de outras espécies do género Bauhinia . Alcaloides, compostos fendlicos,
compostos lipofilicas, lignina, triterpenos, esteraides e taninos foram observados na espécie. Os resultados séo
fundamentais para a padronizagao farmacobotanica da espécie estudada,

Palavraschave:  Bauhinia pulchella |, andlise histoquimica, farmacobotanica.
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