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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico e biolégico do extrato
etandlico, fracées e compostos isolados provenientes das folhas de Bauhinia ungulata
L. (Fabaceae). As folhas secas foram submetidas aos ensaios farmacopeicos de
determinacdo de agua e cinzas totais. Extrato aquoso e etandlico foram submetidos a
andlise fitoquimica preliminar. O extrato etandlico foi particionado obtendo-se as fragdes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e residual. A fracdo acetato de etila foi submetida a
cromatografia em coluna e cromatografia liquida de alta eficiéncia e compostos isolados
foram identificados por ressonancia magnética nuclear. O extrato etandlico e fracoes
foram submetidos aos ensaios de toxicidade frente a Artemia salina; atividade
hemolitica; doseamento de fendis totais pelo método de Folin Ciocalteou; as atividades
antioxidantes pelos métodos de fosfomolibdénio, DPPH e TBARS; alelopética
determinado interferéncia das amostras sobre germinacgao, crescimento, contetudo de
clorofila e respiracao, utilizando com espécies alvo a Lactuca sativa e Alium cepa e
antibacteriana por meio de concentracao inibitéria minima. O extrato etandlico foi
submetido a ensaios farmacoldgicos de nocicepcao induzida pela formalina, contor¢des
abdominais induzidas por acido acético, teste da placa quente, edema de pata induzido
por carragenina, medida da atividade enzimatica da mieloperoxidase e analise
histolégica e campo aberto em modelos in vivo. Os compostos isolados foram
submetidos aos ensaios imunolégicos utilizando neutréfilos humanos e de
citotoxicidade por reducdo do MTT frente a linhagem celular SiHa de cancer de colo de
utero. Os resultados das anélises farmacopeicas demostraram que o material utilizado
no estudo encontra-se dentro dos parametros estabelecidos. Na analise fitoquimica
preliminar foram detectados alguns grupamentos que serviram de guias para o
isolamento principalmente de flavonoides. Da fragdo acetato de etila foram isolados os
compostos astilbina, quercetina, engeletina, afzelina e canferol. Nos ensaios biolégicos
ndo foram observadas toxicidade sobre a Artemia salina e hemolitica nos modelos
testados. Com relacdo ao teor de fendis totais todas as amostras possuem estes
compostos em sua constituicdo com destaque para FAE que apresentou teores
elevados. Com relacdo a atividade antioxidante no ensaio do fosfomolibdénio, DPPH e
TBARS destacou-se a FAE com resultados semelhantes aos padrdes utilizados. No
ensaio alelopatico as amostras demostraram potencial fitotéxico variaveis nas duas
espécies utilizadas como alvo influenciando os parametros avaliados. N&o foi
observada atividade antibacteriana das amostras frente as bactérias testadas. O extrato
etandlico apresentou atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria frente aos modelos
utilizados. Os isolados quercetina, engeletina e canferol monstraram-se ativadores de
neutréfilos. Os compostos isolados ndo apresentaram citotoxicidade frente as células
da linhagem SiHA nas concentracdes utilizadas. Os resultados revelam atividade
antioxidante, alelopatica, antinociceptiva, anti-inflamatéria do extrato e
imunossupressora de compostos das folhas de Bauhinia ungulata.

Palavras-chave: Bauhinia ungulata. Astilbina. Engeletina. Afzelina.



ABSTRACT

This work aimed to carry out the phytochemical and biological studies of the extract
ethanolic, fractions and isolated compounds from the leaves of Bauhinia ungulata L.
(Fabaceae ). The dried leaves were subjected to pharmacopoeial tests to determine
water and ashes. Aqueous and ethanolic extract were subjected to preliminary
phytochemical analysis. The ethanol extract was partitioned obtaining the fractions
hexane, chloroform , ethyl acetate and the remaining residual. The ethyl acetate fraction
was subjected to column chromatography and high performance liquid chromatography
and isolated compounds identified by nuclear magnetic resonance. The ethanolic extract
and fractions were subjected to testing for toxicity against Artemia salina; hemolytic
activity; determination of total phenols by Folin Ciocalteou, the antioxidant activities by
methods phosphomolybdenum, DPPH and TBARS; allelopathic interference of samples
given on germination, growth, chlorophyll content and respiration using to target the
species Lactuca sativa and Allium cepa and antibacterial by minimum inhibitory
concentration. The ethanol extract was subjected to pharmacological testing of
nociception formalin-induced and writhing induced by acetic acid, hot plate test, paw
edema induced by carrageenan, measure the enzymatic activity of myeloperoxidase,
histological analysis and open field in models in vivo. The isolated compounds were
tested for immunological assays using human neutrophils and cytotoxicity by MTT
reduction compared to SiHa cell line of cervical cancer. The results for pharmacopoeial
analysis showed that the material used in the study are within established parameters.
Preliminary phytochemical analysis of some groups that served as guides for the
isolation of mainly flavonoides were detected. The ethyl acetate fraction were isolated
astilbin, quercetin, engeletin, afzelin and kaempferol. In biological tests on the Artemia
salina and hemolytic activity models the samples showed no activity. With respect to
total phenols all specimens contain these compounds in their constitution highlighting
EAF that presented high levels. Regarding the antioxidant activity in the
phosphomolybdenum, DPPH and TBARS assay the EAF was similar to standard. In
allelopathic test samples demonstrated phytotoxic potential variables in the two species
used as target with influence in all parameters evaluated. No antibacterial activity was
observed across the bacteria samples tested. The ethanolic extract showed
antinociceptive and anti- inflammatory activity against the tested models. The quercetin,
engeletin and kaempferol isolates demonstrated activators of neutrophils. All
compounds showed no cytotoxicity front SiHa cells line at the concentrations used. The
results reveal antioxidant activity, allelopathic, antinociceptive, anti-inflammatory of
extract and immunosuppressive by compounds from the leaves of Bauhinia ungulata.

Keywords: Bauhinia ungulata. Astilbin. Engeletin. Afzelin.
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1 INTRODUGCAO

O uso de produtos naturais como matéria prima para a sintese de farmacos tem
sido amplamente relatado ao longo do tempo (GUERRA; NODARI, 2003; BARREIRO,
BOLZANI, 2009; BRANDAO et al., 2010). Considerando a extensa e diversificada flora
do Brasil, detendo aproximadamente um terco da flora mundial, € fundamental a
contribuicdo dada por grupos de pesquisa ao desenvolvimento da quimica,
quimiotaxonomia e farmacologia de produtos naturais (YUNES; PEDROSA; CECHINEL
FILHO, 2001). Neste contexto, a fitoquimica associada a ensaios biolégicos podem
contribuir significativamente para o crescimento sustentavel de um pais através da
investigacdo, divulgacdo e geracdo de novos conhecimentos além da formagédo de
recursos humanos qualificados (BRAZ FILHO, 2010).

As plantas sédo fontes de produtos naturais biologicamente ativos, os quais
podem ser empregados como modelos para a sintese de grande numero de farmacos
(GUERRA; NODARI, 2003; BARREIRO, BOLZANI, 2009; COSTA-LOTUFO et al.,
2010). A biodiversidade das florestas tropicais constitui-se na principal fonte de
biomoléculas para a producao industrial de medicamentos, e os fitoterapicos tem sido o
suporte da industria farmacéutica de pequeno e médio porte (REIS; MARIOT;
STEENBOCK, 2003; COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Muitos farmacos foram revelados a ciéncia por culturas primitivas ao redor do
mundo. Na América do Sul, a populacao indigena tem contribuido para inUmeras
investigacdes acerca da acdo de plantas e, apesar disto, acredita-se que tenham
descoberto somente uma parte de toda a flora disponivel. O numero de plantas
contendo substancias potencialmente aplicaveis com propriedades bioldgicas,
farmacologicas ou terapéuticas que nao foram aproveitadas por esta populacao é ainda
muito extenso (GOTTLIEB; BORIN, 2003).

Produtos naturais sao considerados fontes de novos agentes antibacterianos,
anti-inflamatérios, analgésicos, antioxidantes, imunoldgicos e citotéxicos, e neste
contexto, a pesquisa destas atividades a partir de extratos de plantas, fragdes e

substancias isoladas, podem contribuir para o conhecimento. Agentes herbicidas
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obtidos a partir de substancias encontradas em plantas vém sendo estudados
principalmente pela importancia do controle da contaminagdo ambiental e a reduc¢ao do
risco de residuos em alimentos. Espécies vegetais presentes na flora, que por vezes,
apresentam pouco ou nenhum relato etnofarmacolégico, também devem ser incluidas
no elenco de estudos biologicos multidisciplinares (PHILIPPSEN, 2010).

Desta forma a pesquisa com plantas medicinais continua sendo o marco
principal na descoberta de novas substancias dotadas de atividade farmacoldgica que
podem fazer parte da composicao de futuros medicamentos, que serao utilizados no
tratamento e controle de patologias, levando a uma melhor qualidade de vida para o
paciente.

Neste sentido, devido a existéncia de poucas informacdées em literaturas
técnicas e cientificas acerca da composicdo quimica e atividades biol6gicas de
Bauhinia ungulata L., justifica-se o estudo da mesma, em busca de substancias

providas de atividades de interesse cientifico.

1.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico, alelopatico, de toxicidade, antibacteriano,
antioxidante, anti-inflamatério, antinociceptivo, atividade hemolitica do extrato etandlico
e fracdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlica, provenientes das folhas
de Bauhinia ungulata L. além da atividade sobre neutrofilos humanos e citotoxicidade

das substancias isoladas.

1. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar analise do teor de 4gua e cinzas totais das folhas secas;

o Realizar andlise fitoquimica preliminar identificando as principais classes de
constituintes presentes no extrato bruto etandlico e fragoes;

o Preparar extrato bruto etandlico e fragées hexano, cloroférmio e acetato de etila

e fracao residual a partir das folhas secas;
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o Isolar os compostos presentes na fracdo acetato de etila por meio de técnicas
cromatograficas;

e Identificar os compostos isolados por meio de RMN de 'H e °C;

o Verificar a toxicidade do extrato etandlico e fragdes frente ao microcrustaceo
Artemia salina;

o Verificar a atividade hemolitica do extrato etandlico e fragdes;

o Verificar o teor de compostos fendlicos totais através da analise colorimétrica de
Folin-Ciocalteau;

o Verificar a atividade antioxidante do extrato etandlico e fragdes por meio da
formacao do complexo fosfomolibdénio, da reatividade contra o radical livre a-difenil--
picrilhidrazila (DPPH-) e pelo método das espécies reativas ao acido tiobarbiturico;

o Verificar os efeitos alelopaticos do extrato etandlico e fragdes frente as sementes
de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola) por ensaios de germinacao,
crescimento, teor de clorofila e respiracao;

o Verificar a atividade antibacteriana do extrato etandlico e fragoes frente as cepas
de Staphylococcus aureus ATCC® 25923, Escherichia coli ATCC® 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 e Enterococcus faecalis ATCC® 29212;

o Verificar atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva do extrato etandlico em
modelos in vivo;

o Verificar atividade dos compostos isolados sobre neutréfilos humanos;

o Verificar a citotoxicidade dos compostos isolados por redugdo do MTT utilizando
a linhagem celular SiHa (ATCC® HTB35™/Neoplasia de cérvice uterina escamosa
humana com genoma de HPV16).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae (Leguminosae) é uma das maiores dentre as
dicotiledbneas, espalhadas em todo mundo (JOLY, 1985), englobando cerca de 630
géneros e 18.000 espécies (JUDD et al. 2009), sendo considerada a terceira maior
familia de fanerégamas (LEWIS, 1987).

As leguminosas sao representadas por grandes arvores, arbustos, subarbustos,
ervas anuais ou perenes e também muitas trepadeiras; presentes nos mais variados
ambientes, em diferentes altitudes e latitudes (JOLY, 1985), desde floresta umida
tropical, desertos e espécies aquaticas (LEWIS, 1987).

Uma caracteristica tipica dessa familia é a ocorréncia do fruto do tipo legume,
também conhecido como vagem, exclusivo desse grupo. As leguminosas ocorrem em
quase todas as regides do mundo, com excecao da regido artica e antartica e em
algumas ilhas. No Brasil sdo conhecidos 213 géneros e 2.740 espécies (VAZ, 2014).

Apresentam elevada importancia econémica sendo consideradas como 0 meio
mais eficaz de obtencdo de proteina comestivel, principalmente em paises
subdesenvolvidos (LEWIS, 2005). Produzem também algumas tinturas, resinas
viscosas e goma arabica, fonte de tanino para a industria de couro, producdo de
perfumes, Oleos e inseticidas (LEWIS, 1987). Varias espécies sado destinadas a
recuperacao de solos ou adubacao verde devido a simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio, outras sao utilizadas na apicultura ou fornecem madeiras nobres e valiosas
(POTT; POTT, 1994). Importantes propriedades medicinais também sdo encontradas

em varias espécies pertencentes a esta familia.

2.2 GENERO Bauhinia L.

No género Bauhinia L. estdo classificadas 350 espécies (THE PLANT LIST,
2013) encontradas nas areas tropicais do planeta (CECHINEL FILHO, 2009). No Brasil
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sao listadas 59 espécies com dominios fitogeograficos principalmente na Amazodnia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (VAZ, 2014).

As plantas deste género sdo conhecidas popularmente como “pata-de-vaca’”,
“pé-de-boi” ou “unha-de-boi” (CORREA, 1952) além de “mororé do sertdo”, "mirord”,
“pata de cabra”, “mao de vaca”, "pata de veado” (LORENZI; MATOS, 2008) em alusao
ao formato das folhas que lembram o rastro de bovinos.

Algumas espécies podem ser utilizadas na recuperacao de areas degradadas
(LORENZI, 1991) e na arborizagdo publica como ornamentais (B. blakeana, B.
monandra, B. variegata), entretanto, representantes deste género se destacam por
suas propriedades medicinais. Sao utilizados na forma de chas e outras preparacoes
fitoterapicas para o tratamento de varias enfermidades, principalmente com finalidade
hipoglicemiante, hipocolesterolémica, expectorante, depurativa, diurética, antidiarreica,
anti-infecciosa e em processos dolorosos (SILVA; CECHINEL-FILHO, 2002).

O uso popular medicinal mais comum descrito pela literatura é na redugéo da
glicemia observada em varias espécies de Bauhinia L. Sao geralmente utilizadas por
pessoas diabéticas, na forma de chd, preparado por decocto de uma colher de sopa do
p6 das folhas secas em uma xicara de agua, e administrado nas doses de meia a duas
xicaras, até duas vezes ao dia. Diante do fato de que todas as plantas do género
recebem a mesma denominacado popular de “pata-de-vaca”, elas muitas vezes sao
utilizadas indistintamente por grande parte da populagdao (LORENZI; MATQOS, 2008) e
em alguns casos os resultados esperados nem sempre sdo obtidos, tendo em vista a
diferente composi¢éo quimica.

Uma pesquisa realizada com idosos assistidos em uma Unidade Basica de
Saude de Pelotas-RS investigou quais as plantas medicinais utilizadas como terapia
complementar no tratamento dos sintomas do diabetes mellitus. Os entrevistados
relataram o uso de 20 plantas e entre elas espécies de Bauhinia (B. affinis, B. forficata
ou B. variegata) estiveram entre as mais citadas (FEIJO et al., 2012). Ja em Vitéria de
Santo Antdo, Pernambuco, pacientes diabéticos atendidos nos postos de saude da
cidade foram indagados sobre a utilizacdo de plantas medicinais como agente
hipoglicemiante, e a mais prevalente, com 16,8%, foi a pata de vaca (Bauhinia sp.)
(SANTOS; NUNES; MARTINS, 2012b). Ja a B. rufa esteve entre as dez plantas mais
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citada por uma populagéo entrevistada em Nova Xavantina, Mato Grosso (DA SILVA et
al., 2010). Ainda neste estado, a B. glaba foi citada entre 17 plantas utilizadas pela
populacao de algumas comunidades no tratamento do diabetes (MACEDO; FERREIRA,
2004). Em Maracanau (Ceard), em 2002, a B. forficata na forma de tintura para uso
interno era produzida e distribuida através do Programa Farmécias Vivas no sistema
publico de Saude para tratamento do diabetes, sendo considerado o segundo
fitoterapico mais prescrito no periodo analisado (SILVA et al., 2006).

A Bauhinia forficata também foi citada como adjuvante no tratamento do
diabetes melitus por pacientes inseridos no Programa de Hiperdia do Centro de Saude
Sebastidao Azevedo no municipio de Jequié na Bahia (DA SILVA et al., 2008) e também
como uma das plantas utilizadas no estado do Rio Grande do Sul como hipoglicemica
(TROJAN-RODRIGUES et al., 2012). A raiz da B. glabra e as folhas e casca do caule
da B. rufa foram citadas em um estudo que identificou as plantas utilizadas no
tratamento do diabetes por comunidades localizadas na Bacia do Alto Paraguai e no
Vale do Guaporé, Mato Grosso (MACEDO; FERREIRA, 2004). Bauhinia rufa esteve
entre as dez plantas mais utilizadas pela populagdo para o tratamento da
hiperlipidemias e obesidade em um estudo realizado no Cerrado mato-grossense
(SILVA et al., 2010). Popularmente a literatura também faz referéncias ao uso da casca
do caule e raiz de B. reticulata na lavagem de feridas e as folhas e frutos (secos) da B.
rufescens é aplicado na forma de p6 em micoses na cabeca de criancas
(INNGJERDINGEN et al., 2004).

O primeiro estudo clinico realizado com uma planta do género ocorreu em 1929
com a B. forficata, uma planta asiatica bem adaptada ao clima brasileiro (MIYAKE;
AKISUE; AKISUE, 1986) que demonstrou atividade hipoglicemiante em pacientes
diabéticos (LORENZI; MATOS, 2008). E uma das espécies do género mais estudadas e
muitas pesquisas confirmam seu potencial hipoglicémico (VOLPATO, 2001; SILVA;
CECHINEL-FILHO, 2002), entretanto, estudos realizados no Brasil questionaram esta
atividade mostrando resultados variaveis e contraditérios (CECHINEL-FILHO, 2009).
Um exemplo disso foi um estudo clinico realizado por Russo et al. (1990) que nao
observou reducdo nos niveis glicémicos em pacientes com diabetes tipo Il que
utilizaram infusao preparada com folhas de B. forficata. Alguns autores tém sugerido
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que estas diferencas na atividade podem estar relacionadas principalmente a producao
diferencial ou concentragdo dos metabdlitos secundarios, como consequéncia de
diferentes fatores ambientais, bem como estagio de desenvolvimento, idade, nutrientes
do solo e altitude (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Com relacdo as atividades biolégicas descritas com plantas do género
Bauhinia, a TABELA 1 ilustra as principais publicacées.

TABELA 1- ATIVIDADES BIOLOGICAS DESCRITAS EM ESTUDOS COM PLANTAS DO GENERO
Bauhinia

ESPECIE PARTE ATIVIDADE REFERENCIA
UTILIZADA B|OLOG|CA
B. acuruana raizes larvicida GOIS et al.,, 2013
B.bowkeri folhas antioxidante AHMED et al., 2012

antimicrobiana,
anti-inflamatoria

B. candicans folhas hipoglicemiante LEMUS et al., 1999; FUENTES,
ARANCIBIA-AVILA, ALARCON, 2004;
MARDONES, ENOS, 2010

estimulo da FUENTES, ALARCON , 2006
recaptagao de
glicose
B. cheilandra folhas hipoglicemiante ALMEIDA et al., 2006

B. divaricata folhas hipoglicemiante ROMAN-RAMOS et al., 1992
B. forficata folhas hipoglicemiante SILVA et al., 2002; DE SOUZA et al., 2004;
MENEZES et al., 2007; DA CUNHA et al.,

2010

folhas antioxidante DAMASCENO et al., 2004; SOUZA et al.,

2004; KHALIL et al., 2008; SOUZA et al.,
2009; SALGUEIRO et al., 2013; SAYAGO
etal., 2013

folhas hipoglicemiante PEPATO et al., 2002

continua



continuacao
ESPECIE PARTE ATIVIDADE REFERENCIA
UTILIZADA BIOLOGICA
folhas antidiabética, LINO et al., 2004
antilipidémica,
hipocolesterolémica
partes anticoagulante, OLIVEIRA et al., 2005
aéreas antifibrinolitica
semente, antibacteriana LUJAN, CORRAL, 2008
fruto, talo
folhas antioxidante, previne PEROZA et al., 2013
movimentos
involuntarios
sementes citotéxica SILVA et al., 2014
B. galpinii folhas antioxidante ADEROGBA et al., 2007; AHMED et al.,
2012
folhas antimicrobiana, AHMED et al., 2012
antioxidante, anti-
inflamatoria
B. guianensis casca do anti-inflamatoéria, CARVALHO; SANTOS; VIANA, 1999
caule analgésica
casca do antimalarica MUNOZ et al., 2000
caule
folhas, alelopatica MOURAO JUNIOR, SOUZA FILHO, 2010
raizes
cortex antioxidante TAIPE, GOMEZA, CAYCHO, 2008
B. kalbreyeri folha e antioxidante MURILLO et al., 2007
caule
folha anti-inflamatoria, MORENO, TURNER, 2012
antioxidante
B. kockiana flores antioxidante, CHEW _et al., 2011
antibacteriana
B. longifolia folhas antiviral DOS SANTOS et al,, 2014a
B. malabarica raiz antimalarica KITTAKOOP et al., 2000
B. megalandra folha inibicao da absorgao

de glicose intestinal,
glicose-6-fosfatase e
gliconeogénese
hepatica

GONZALEZ-MUJICA et al., 2005

continua
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continuacao
ESPECIE PARTE ATIVIDADE REFERENCIA
UTILIZADA BIOLOGICA
folhas inibe a absorgao de RODRIGUEZ et al., 2010
glicose intestinal
B. microstachya folhas analgésica MEYRE SILVA et al., 2001
casca antioxidante MENEZES et al., 2004
folhas antiespasmadica RAMOS et al., 2005
folhas antinociceptiva GADOTTI_et al., 2005
folhas hipoglicemiante MENEZES et al., 2007
folha antioxidante SILVA et al., 2007
folhas, alelopéatica MOURAO JUNIOR, SOUZA FILHO, 2010
raizes
B. monandra folhas hipoglicemiante MENEZES et al., 2007
folhas antioxidante ARGOLO et al., 2004
B. platypetala folhas antioxidante SANTOS et al., 2012
folhas ansiolitica DOS SANTOS et al.,, 2012
B. petersiana folhas antioxidante AHMED et al., 2012
antimicrobiana,
anti-inflamatoria
B. purpurea folhas antinociceptiva, ZAKARIA et al., 2007
anti-inflamatoria,
antipirética
raiz antimicobacteriana, BOONPHONG et al., 2007
anti-inflamatéria,
antimalarica,
antifingica,
citotéxica
folhas antinociceptiva, ZAKARIA et al., 2007
anti-inflamatoria,
antipirética
raiz antimicobacteria, BOONPHONG et al. 2007

antimalaria,

antifingica,
citotoxica,anti-

inflamatdria

continua
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continuacao
ESPECIE PARTE ATIVIDADE REFERENCIA
UTILIZADA BIOLOGICA
caule analgésica, SHREEDHARA et al., 2009
anti-inflamatéria
folhas nefroprotetora LAKSHMI et al., 2009
folhas hipoglicemiante MARTINEZ et al., 2009
casca antilipidémica, RAMGOPAL et al., 2010
hipocolesterolémica
folhas cicatrizante ANANTH et al., 2010
folhas hepatoprotetora VEENA et al., 2011
folhas anti-Glcera ZAKARIA et al., 2011; ZAKARIA et al.,
2012
folhas, anti-hiperlipidémica, LAKSHMI et al., 2011
fruto anti-aterogénica
casca hepatoprotetora CHATURVEDI et al., 2011
folhas antimicrobiana NEGI et al., 2012
folhas anti-ulcera, HISAM et al., 2012
antisecretora,
citoprotetora
sementes inibidor de carcinoma FANG et al., 2012
hepatocelular
folhas hepatoprotetora, YAHYA et al., 2013
antioxidante
casca do hipoglicemiante MESHRAM, ITANKAR, PATIL, 2013
caule
hepatoprotetor NAFEES et al., 2013
(quimioprotetor)
folhas, antioxidante DOS SANTOS et al., 2014b
galhos
B. racemosa partes antimicrobiana ALl et al., 1995;
aéreas
botbes anti-ulcerogénica AKHTAR, AHMAD, 1995
florais
casca do antitumoral, GUPTA et al., 2004
caule antioxidante

continua
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continuacao

anti-inflamatoria,
antioxidante

ESPECIE PARTE ATIVIDADE REFERENCIA
UTILIZADA BIOLOGICA
casca do hepatoprotetora KUMAR et al., 2005
caule
casca do anti-inflamatéria, GUPTA et al., 2005
caule analgésica,
antipirética
casca do antioxidante, KUMAR et al., 2005
caule antimicrobina
casca do quimiopreventiva, KUMAR et al., 2007
caule antioxidante
folhas anti-histaminica NIRMAL et al., 2011
folhas antiparasitaria SASHIDHARA et al., 2012
folhas hipolipidémica SASHIDHARA et al., 2013
. rufescens caule antioxidante COMPAORE et al., 2012
casca do antimicrobiana MUHAMMAD, SIRAT, 2013b
caule
. scandens folhas antitumoral HAZRA; CHATTERJEE, 2008
. splendens caule antinociceptiva CECHINEL FILHO et al., 1995; WILLAIN
FILHO et al., 1997
folhas antimicrobiana SAVI et al., 1996
. strychnifolia caule citotoxica KAEWPIBOON et al., 2012
caule anticancerigena YUENYONGSAWAD et al., 2013
. tarapotensis folhas antioxidante BRACA et al., 2001
folhas anti-inflamatéria SOSA et al., 2002
. thonningii folhas hipocolesterolémica OJEZELE, ABATAN, 2011
hipoglicemiante,
redutor de risco
coronariano
folhas gastroprotetora, ABDELWAHAB et al., 2013
antioxidante
. tomentosa folhas imunomoduladora, KANNAN, GURUVAYOORAPPAN, 2010

continua



continuacao

PARTE
UTILIZADA

ESPECIE

ATIVIDADE
BIOLOGICA

REFERENCIA

raizes

folhas

antimicrobiana

anti-inflamatéria;
antioxidante

DUGASANI et al., 2010
KANNAN, GURUVAYOORAPPAN, 2013

B. ungulata folhas
folhas

folhas

anticolinesterasica
antioxidante

hipoglicemiante

SANTOS et al., 2011
PORT'S et al., 2013
MORAIS et al., 2005

B.vahlii raizes

casca do
caule

folhas

antimicrobiana

anti-inflamatoéria,
antidiabética

antioxidante

DUGASAN et al., 2010
DAS, JAGANNATH, CHANDRA, 2012

SOWNDHARARAJAN, KANG, 2013

B. variegata folhas
raiz

caule

caule

casca do
caule

partes
aéreas
nao
lenhosas

folhas

caule

casca do
caule,
raiz

casca

folhas

antimicrobiana
anti-inflamatéria
antitumoral
quimioprotetora,
citotéxica

hepatoprotetora

anti-inflamatéria

antinociceptiva e
anti-inflamatéria

citotéxica

antioxidante, anti-
hiperlipidémica

anticarcinogéncia,
antimutagénica

anticarcinogénica,
antimutagénica

POKHREL et al., 2002
YADAVA , REDDY, 2003a

RAJKAPOOR, JAYAKAR, N. MURUGESH,
2003

RAJKAPOOR, MURUGESH, RAMA
KRISHNA, 2009
BODAKHE; RAM, 2007

RAO et al., 2008

MOHAMED, MAMMOUD, HAYEN, 2009
RAJKAPOOR, MURUGESH, RAMA
KRISHNA, 2009
RAJANI, ASHOK, 2009

AGRAWAL PANDEY, 2009

AGRAWAL; PANDEY, 2010

continua

20



continuacao

21

ESPECIE PARTE ATIVIDADE REFERENCIA
UTILIZADA BIOLOGICA
caule nefroprotetora PANI et al., 2011
folhas anti-hiperlipidémica KUMAR et al., 2012
casca do hipoglicemica KUMAR et al., 2012
caule
folhas antioxidante AHMED et al., 2012
folhas molucicida SINGH, SINGH,SINGH, 2012
sementes  antioxidante, inibidor GAUTAM et al., 2012
da enzima
relacionada ao
diabetes tipo Il
folhas antimicrobiana, AHMED et al., 2012
antioxidante, anti-
inflamatoria
folhas antibacteriana, anti- MISHRA et al., 2013
carcinogénica,
antioxidante
folhas antioxidante SAYAGO et al., 2013

Fonte: A autora (2014)

conclusao

Com relacao a toxicidade, ndo foram observados efeitos téxicos com o extrato
aquoso da B. forficata, através de avaliagdo enzimatica, em ratos diabéticos (PEPATO
et al., 2004), nem efeitos mutagénicos (DUSMAN et al., 2013) e o extrato aquoso da B.
purpurea na dose de 5.000 mg/kg, ndo provocou qualquer sinais de toxicidade em
ratos, quando administrado por via oral (HISAM et al., 2012).

Compostos quimicos encontrados no género pertencente a diversas classes,
entre elas os terpenoides, alcaloides, esteroides, triterpenos, taninos, quininas,
cumarinas e flavonoides. De acordo com alguns autores, os efeitos hipoglicémicos
parecem estar relacionados, pelo menos parcialmente, a presenca de flavonoides,
especialmente a quercetina 3-O-alfa-(2"-galoil) ramnosideo e canferol 3-O-alfa (2"-
galoil) ramnosideo (ESTRADA et al., 2005.; GONZALEZ-MUJICA et al., 2005). De
acordo com Engel et al. (2008) na B. forficata € encontrado a kaempferitrina, um

flavonéide, que poderia ser utilizado como marcador para fitopreparados que contém
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esta planta. Na TABELA 2 é possivel observar os compostos ja isolados nas espécies

do género Bauhinia.

TABELA 2 - COMPOSTOS ENCONTRADOS EM ESPECIES DO GENERO Bauhinia

ESPECIE PARTE
UTILIZADA

COMPOSTO

FONTE

B. acuruana raizes

(1) pacharina

GOIS et al.,
2013

B. aurea folhas

caule

acido 3,4-di-hidroxibenzéico;
acido 4-hidroxibenzobico;

)

)

)

)

) &cido galico;

) metil galato;

) etil galato;

) lupeol;

) lupenona;

0) estigmast-4-en-3-ona;
1) B-sitosterol;
2)

]
2
3
4
5
6
7
8
9
1
1
12) daucosterol

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

(1) astilbina;

(2) isoastilbina;

(3) isoengeletina;
(4) neoastilbina;
(5) neoisoastilbina;
(6) catequina;

(7) epicatequina

(8) epicatequina 3-O-galato

(1) 6,6-bisastilbina;

(2) (2)-5a,6B-dihidroxi-4B-methoxi-2-
ciclohexene-A"®

) acetonitrila;

) bauhinina;

) bauhinilida;
)

3
4
5
6) dehidrodicatequina A

(
(
(
(

acido 3-hidroxi-4-metoxi-benzdico;
acido 4-hidroxi-3-methoxibenzoéico;

SHANG et
al., 2006

SHANG et
al., 2007

SHANG et
al., 2012

B. candicans folhas

trigonelina;
sitosterol 3-O- B-glucosideo;
kampferol 3-0- B —rutinosideo;

o — — —

mnopiranosideo
) sitosterol;

) campesterol;

) estigmasterol;
) cholesterol;

)

(1
(2
(3
(4
ra
(5
(6
(7
(8
(9) estigmasta-3,5-dien-7-ona

kampferol3-0- B -rutinosideo 7-0-- § —

IRIBARREN;
POMILIO,
1983

continua
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continuagio
ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
flores (1) 3-0-metyl-D-inositol (D-pinitol); IRIBARREN;
(2) kampferol 3-0-B—rutinosideo; POMILIO,
(3) kampferol 3-0-B-rutinosideo 7-0-f — 1983
ramnopiranosideo.
partes (1) sitosterol 3-O- B —D — xiluronofuranosideo.  IRIBARREN;
aéreas POMILIO,
1985
partes (1) sitosterol 3-O- a —D — xiluronofuranosideo.  IRIBARREN;
aéreas POMILIO,
1987
folhas (1) kampferol-3,7-O-a-L-diramnosideo; FUENTES;
(2) kampferol-3-O-B-D-glucopiranosil-(6—1)-- ALARCON,
L ramnopiranosil-7-O-a-L-ramnopiranosideo; 2006
(3) quercetina-3,7-0O-a-L-diramnosideo;
(4) quercetina-3-O-f-D-glucopiranosil-(6—1)-
B-L-ramnopiranosil-7-O-a-L-ramnopiranosideo.
B.championii raizes (1) 5,6,7,5'-tetrametoxi-3',4'-metilenedioxi CHEN et al.,
flavona; 1984
(2) 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona;
(3) 5,7,5"-trimetoxi-3',4"- metilenedioxi flavona;
(4) 5,6,7,3', 4'-penta metoxiflavona;
(5) 5,7,3',4',5'-penta metoxiflavona;
(6) 5,7,3',4'-tetra metoxiflavona.
caule (1) 3',4-metilenedioxi-5,6,7,5"- CHEN;
tetrametoxiflavona; HUANG; OU,
(2) 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona; 1994
(3)5,6,7,3',4'-pentametoxiflavona;
(4) 3',4'-metilenedioxi-5,7,5'-trimetoxiflavona;
(5) 5,7,3',4',5"-pentametoxiflavona;
(6) 5,7,3',4-tetrametoxiflavona;
(7) acido galico;
(8) friedelina;
(9) 4-metilisoliquiritigenina;
(10) estrobopinina;
(11) acido siringico;
(13) d-catequina.
(1) 2,4,6-trimetoxifenol 1-O- B -D-(6'-O-galoil)-  BAl et al.,
glucopiranosideo; 2005

(2) (+/-)-lioniresinol (2);
(3) daucosterol;

(4) beta-sitosterol;

(5) acido galico.

continua



continuagao
ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
(1) myricetina; XU et al.,
(2) quercetina; 2012
(3) kanferol.
(1) B-sitosterol Xu et al;
(2) ducosterol 2013
(8) triacontano
(4) hexacontano
(5) quercitina
(6) 2,4,6-trimethoxyphenol-1-O-3-D-(6'-O-
galloyl)-glucopyranoside
(7) miricitrina
(8) 5,7,3',4',5'-hexamethoxyflavone
(9) oblongixantona A
B. forficata folhas (1) kaempferitrina. SAYAGO et
al., 2013
folhas (1) B-sitosterol; SILVA et al.,
(2) kampferol-3,7-diramnosideo 2000
(kampferitrina).
folhas (1) kampferol-3-O-(glucose-ramnose-xilose) PAULA et al.,
(2) kampferol-3-O-(glucose-ramnose) 2002
folhas (1) 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosil kampferol; PIZZOLATTI
(2) 3,7-di-O-a-L ramnopiranosil quercetina; et al., 2003
(3) 3-O-[a-L-ramnopiranosil-(1->6)-B-D-
glucopiranosil]-7-O-a-L- ramnopiranosil
kampferol;
(4) 3-O-[a-L-ramnopiranosil-(1->6)-B-D-
glucopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosil
quercetina
flores (1) 7-O-a-L-ramnopiranosil kampferol PIZZOLATTI
et al.,, 2003
folhas (1) kampferol-3,7-O-a—diramnosideo DE SOUSA
(kampferitrina) et al., 2004
folhas (1) quercetina-3,7-O-diramnosido; MENEZES et
(2) kampferol-3,7-O-diramnosido al., 2007
(kaempferitrina)
folhas quercetina-3-O-(2-ramnosil) rutinosideo, SALGUEIRO
et al,2013

quercetina-3-O-rutinosideo,
kampferol-3-O-rutinosideo.

(
(
(
(

1)
2) kampferol-3-O-(2-ramnosil) rutinosideo,
3)
4)

continua
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ESPECIE

PARTE
UTILIZADA

COMPOSTO FONTE

B. galpinii

folhas

ADEROGBA
et al., 2007

(1) quercetina-3-O-galactopiranosideo;
(2) miricetina-3-O-galactopiranosideo;
(3) 27-O-ramnosilvitexina;

B. glauca
subespécie
pernervosa

caule

WU et al.,
2009a

) 6-metil homoeriodictiol;
) bauhiniasideo A;
) bauhiniasina;

) 2°,4’-dihidroxi-4-methoxidihidrochalcona-
4’-O-B-D-glucopiranosideo;

(5) farrerol,

(6) homoeriodictiol;

(7) 2°,4"-dihidroxi-4-methoxidihidrochalcona

WU et al.,
2009b

(1) buteina-4-metil éter;

(2) isoliquiritigenina;

(3) buteina;

(4) isoliquiritigenina-2'-metil éter;

(5) 2',4'-dihidroxichalcona;

(6) isoliquiritigenina-4-metil éter;

(7) 4-hydroxi-2',4'-dimetoxichalcona.

(1) isopropil O- B-(6'-O-galoil)- ZHAOQO et al.,
glucopiranosideo; 2011
(2) etil O- B-(6'-O-galoil)-glucopiranosideo;

(3) 3, 4, 5-trimetoxifenil-(6'-O-galoil)-O- 3-D-
glucopiranosideo;

(4) 3, 4, 5-trimetoxifenil- B-D-glucopiranosideo;

(5) acido galico;

(6) metil galato;

(7) etil galato;

(8) acido protocatecuico;

(9) acido 3, 5-dimetoxi-4-hidroxibenzéico;

(10) erigeside C;

(11) &cido glucosiringico.

B. guianensis

casca do
caule

(1) B —Sitosterol; VIANA et al.,
(2) estigmasterol; 1999

(3) 3-O- B -glucopiranosil- B —sitosterol;

(4) 3 O— B -glucopiranosil-stigmasta-5,22-

ien
5) 49 hidroxi-7-metoxiflavana;
6) lapachol.

continua
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continuagao

ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
(1) 5,6,7-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-1- ALMANZA
bemzopirano-4-ona; et al., 2001
(2) 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5,7,7-trimetoxi-4H-
1-benzopirano-4-ona.
B. longifolia folhas (1) quercetina; DOS
(2) guaijaverina (quercetina-3-O-a-arabinosideo);  SANTOS et
(3) quercitrina (quercetina-3-O-a-ramnosideo); al., 2014a
(4) isoquercitrina (quercetina-3-O-B-glucosideo);
(5) hyperina (quercetina-3-O-B-galactosideo).
B.malabarica raizes (1) racemosol; KITTAKOOP
(2) demetiracemosol; et al., 2000.
(3) preracemosol A;
(4) preracemosol B.
folhas (1) 6,8-di-C-metil kanferol 3-metil éter; KAEWAMAT
(2) kampferol; AWONG et
(3) afzelina; al., 2008
(4) quercetina;
(5) isoquercitrina;
(6) quercitrina;
(7) hiperosideo.
folhas (1) B-sitosterol; PARK et al.,
(2) quercetina; 2014
(3) 6,8-C-dimetil kampferol-3-O-ramnopiranosideo
(4) hiperina;
(5) 6,8-C-dimetil kampferol-3-metil éter.
B. manca caule (1) 3-0-galoilepicatequina; ACHENBACH
(2) &cido gélico; etal., 1988
(3) acido cinamico;
(4) B-sitosterol;
(5) B-sitosterol -3-O- B-D-glucosideo;
(6) luteolina 5,3'-dimetil éter;
(7) liquiritigenina;
(8) liquiritigenina 7-metil éter;

kampferol;

) 7,3-dimethoxi-4'-hidroxiflavana;
) 3',4'-dihydroxi-7-methoxiflavana;
) Apigenina;

) Chrisoeriol;

) Luteolina 5,3’-dimetil éter diacetato;
) Isoliquiritigenina;

) Isoliquiritigenina 2’-metil éter;
) Isoliquiritigenina 4-metil éter;

) Equinatina;

) 2,4’-Dihidroxi-4-methoxidihidrochalcona;
) (ZS)-Naringenina;

)

9)
(10
(11
(12
(13
(14
(15
(16
(17
(18
(19
(20 .
(21) (2S)-Eriodictiol; continua
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continuagao

ESPECIE

PARTE
UTILIZADA

COMPOSTO

FONTE

2S)-Liquiritigenina;
ZS)-Liquiritigenina 7-metil éter;
S)-Liquiritigenina 4’-metil éter;
S)-7,4-Dihidroxiflavana;
S)-4’-Hidroxi-7-metoxiflavana;
S)-7,3-Dimetoxi-4’hidroxiflavana;
S)-3’,4-Dihidroxi-7-metoxyflavana;

(
(
(2
(2
(2
(2
(2
(2

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29) (2S)-7,4’-Dihidroxi-3’-metoxiflavana;
(30) Obtustirena;

(31) 5,7-Dihidroxicromona;

(32) (2R,3R)-3-0O-Galoilepicatequina;
(33) estigmast-4-en-3-ona;

(34) estigmast-4-en-3,6-diona;

(35) Alcanos [Me(CH,),CH.OH] n=20->26;
(36) acido Hexadecanoico;

(37) acido cinamico;

(38) Cinnamoil - B-D-glucose;

(39) Siringaresinal;

(40) (7S,8R,8'R)-5,5-Dimetoxilariciresinol;

(41) w-hidroxipropioguaiacona;

(42)

Ester metilico do acido (E) 4-hidroxicinamico;

(43) Ester metilico do 4cido (E) 4- Hidroxi-3-
metoxicinadmico;

(44) Ester metilico do &cido (E) 4- Hidroxi-3-
metoxibenzoico;

(45) Ester metilico do acido 3, 4-
dihidroxibenzbico;

(46) w-Hidroxipropioguaiacona diacetato

B. megalandra

folhas

folhas

folhas

1) quercetina;

2) kampferol

3) astilbina;

4) quercetina 3-O-a-ramnosideo;

5) kampferol 3-O- a —ramnosideo;

6) quercetina 3-O- a -arabinosideo;

7) quercetina 3-O- a -(2""-galloyl) ramnosideo,
8) kampferol 3-O- a-(2""galoil) ramnosideo.

(
(
(
(
(
(
(
(

(1) quercetina 3-O-a- (2"-galoil) ramnosideo

(1) kampferol 3-O-a-ramnosideo;
(2) quercetina 3-O-a-ramnosideo,
(3) kampferol 3-O- a-(2""-galoil)ramnosideo.

ESTRADA et
al., 2005

GONZALEZ-
MUJICA et
al., 2005
RODRIGUEZ
et al., 2010

B. microstachya

folhas

(1) metil galato;

(2) kampferol 3-O-ramnosil;
(3) quercitrina;

(4) miricitrina.

(1) kampferol;

(2) quercetina;

(3) miricitrina

MEYRE-
SILVA et al.,
2001.

DI STASI;
HIRUMA-
LIMA, 2002

continua
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ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
folhas (1) vitexina; BIANCO;
(2) hexatriacontano; SANTOS,
(3) galato de metila. 2003
folhas (1) quercitrina. GADOTTI et
al.,
2005
B. monandra folhas (1) quercetina-3-O-rutinosideo; ADEROGBA;
(2) quercetina. OGUNDAINI;
ELOFF, 2006
folhas (1) quercetina-3,7-O-diramnosideo. MENEZES et
al., 2007
B. platypetala folhas (1) acido palmitico; SANTOS et
(2) kaempferitirina; al., 2012a
(3) quercitrina;
(3) Fitol;
(4) gama-sitosterol;
(5) vitamina E;
(6) esqualeno;
(7) estigmasterol;
(8) gama sitosterol;
(9) (-) lolioldo;
(10) necfitadieno;
(11) 3-eicosine;
(12) 1 eicosano;
(13) acido estearico;
(14) etil linoleato;
(15) acido hexadecandico;
(16) 2-hidroxi-1(hidroximetil) etilester; 2-
Dodecanol,o-(trimetilsilil) éter(1-dodecanol);
(17) acido hexadecanoico 2-hidroxi-1-
(hidroximetil) etilester
(18) acido Hexadecandbico,15 (trimetilsilil) oxi-
metilester(acido palmitico);
(19) heneicosano, 11-(1-etilpropil);
(20) octacosano;
(21) tetracosano, 11-decil;
(22) hexatriacontano;
(23) tritetracontano;
(24) tetratetracontano;
(25) acido nona hexacontandico.
B. purpurea flores (1) quercetina; RAMACHAN
(2) isoquercetrina; DRAN;
(3) astragalina; JOSHI, 1967
(4) acido tartarico.
sementes (1) 2,3,6-tri-O-metil-o-galactose; BHARTIYA
(2) 2,3,5 tri -O-metil-L-arabinose. etal, 1979

continua
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ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
sementes (1) 1-[4-[(4-O-_-L-arabinopiranosil-_-D- BHARTIYA;
galactopiranosil)oxi]-3- GUPTA,
hidréxifenil]-3-fenil)-2-Propen-1-ona 1981
cerne (1) 6"-(B-sitosteryl-3-O-B-glucopyranosidyl) KUO; YEH,
tetraeicosanoate 1997
(2) 1,2,3-propanotriol
(3) acido hexadecandico
(4) estigmasterol
(5) hexadecanoato de metila
(6) quercetina
(7) acido-4-hidréxi-3-metdxi-benzéico
(8) 1-monooctadecanoilglicerol
(9) taxifolin
(10) bornesitol
(11) kampferol
(12) lupeol
(13) (2S)-eriodictiol
(14) lupenona
(15) octacosanal
(16) 4-hidréxi-2-metoxifenil-_-D-
glucopiranosideo
(17) 5,7-diidréxicromona
(18) tetracosanal
casca (1) 5,7-diidroxi-6,8-dimetil-2-fenil-4H-1- KUO; CHU;
benzopiran-4-ona CHANG,
(2) acido oleandico 1998b
(3) crisina
(4) (3B)-[[6-O-(1-oxohexadecil)- B -D-
glucopiranosil]oxi-Estigmast-5-en-7-ona
(5) (3 B )-hidréxi-Estigmast-5-en-7-ona
(6) 3(B )-[[2,3,4-tri-O-acetil-6-O-(1-
oxohexadecil)- B —D-glucopiranosil] oxi]-
estigmast-5-en-7-ona.
cerne (1) 6-(3"-Oxobuitil) taxifolin KUO; YEH;
HUANG,
1998a
sementes (1) buteina 4’-O- B -L-arabinopiranosil-O-—D-  BHARTIYA
galactosideo. etal, 1979.
sementes (1) 3,4-dihidroxichalcona 4-O- B-L- BHARTIYA;
arabinopiranosil-O- 8 -D-galactopiranosideo. GUPTA,
1981
caule (1) 5,6-Dihydroxi-7-metoxiflavona 6-O- 3-D YADAVA;
xilopiranosideo. TIPATHI,
2000

continua
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ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
(1) luteina; RAGASA;
(2) B-sitosterol; HOFILENA;
() fitil ésteres. RIDEOUT,
2004
folhas (1) [3",4"-dihidroxi-6metoxi-7,8-furano-5", 6°- YADAYV;
monometilaliloxi]-5-C-5-biflavonil; BHADORIA,
(2) (4°-hidroxi-7metil 3-C-a-L-ramnopiranosil)- 2005
5-C-5-(4’-hidroxi-7metil 3-C- a-D-
glucopiranosil.
folhas, (1) pacharina PETTIT et
caules e (2) bauhiniastatinas 1, 2,3 e 4 al., 2006
vagens, (3) acetato- Bauhiniastatina 1
raizes
sementes (1) campesterol ; RAMADAN
(2) etigmasterol; et al., 2006
(3) B —sitosterol;
(4) A5-avenasterol;
(5) A7-stigmastenol;
(6) A7-avenasterol.
raizes (1) 5-(2-feniletil)-1,3-benzenodiol; BOONPHONG
(2) 3-metdxi-5-(2-feniletil)-fenol; et al., 2007
(3) 4,6-dimetoxi-2-[2-(2-hidroxifenil)etil-fenol
(4) 2-fenil-6,8-dimetil-5,7-diidréxi-2,3-diidro-4H-

1
(-)-strobopinina;
5-metoxi-3-[2-(hidrdxifenil)etil]-fenol;
2-[2-(3,5-dimetéxifenil)etil]-fenol;

(8) 7-metil-8-metdxi-10,11-diidro-dibenz[b,
floxepina-1,6-diol;

(9) 7-metil-6-metdxi-10,11-diidro- dibenz[b,
floxepina-1,8-diol;

(10) 3-metil-2,4-dimetoxi-10,11-diidro-
dibenz[b, floxepina-1,9-diol;

(11) 7-metil-6,9-dimetoxi-10,11-diidro-
Dibenz[b, floxepina-1,8-diol;

(12) 3-metil-4-met6xi-10,11-diidro- dibenz[b,
floxepina-2,10-diol;

(13) 3-metil-2-Metoxi-9-hidroxi-10,11-diidro-
dibenz[b, floxepina-1,4-diona;

(14) 3-metil-2-metoxi-8-hidroxi-10,11-diidro-
dibenz[b, floxepina-1,4-diona;

(15) 4,6-dimetoxi-2-[(2S)-2,3-diidro-2-
benzofuranil]-fenol;

)5
)
|
benzopirano-4-ona;
)
)
)

(5
6
(7

(16) 3,4-diidro-3’-spiro[2H-1-benzopirano-2,1’-

[3]ciclohexeno-2',5'-diona;
(17) 2-metil-3-metdxi-5-[2-(2-hidroxifenil)etil]-
Fenol.

continua
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ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
folhas (1) acido metil éster hexadecandico; NEGI; DAVE;
(2) acido hexadecanéico; AGARWAL,
(3) acido 9,12-octadecadiendico (Z,Z) de 2012
metilol
(4) acido 9,12,15-octadecatriendico de metilo;
(5) fitol;
(6) B-tocoferoal;
(7) acetato ergost-5-en-3-ol;
(8) acetato de vitamin E
(9) estigmast-5-en-3-ol
(10) lupeol
(11) lanosterol
cascado (1) acido miristico; JOSHI;
caule (2) acido octadecandbico; DESAI;
(3) acido 9,12-octadecadienoico; BHOBE,
(4) isopropil-24-metil-pentacosanoato; 2013
(5) estigmasterol;
(6) B-amyrin;
(7) B-Sitosterol;
(8) lupeol;
(9) etil 9,12- hexadecadienoato.
B. racemosa cascado (1) B-amirina; PRAKASH;
caule (2) B- sitosterol, KHOSA,
(3) octosano. 1976.
cerne (1) pacharina: 1,7-dihidroxi-3-methoxi-2-metil- ~ ANJANEYULU
dibenzo(2,3-6,7) oxepina ; REDDY;
REDDY, 1984
cerne (1) racemosol CAMERON;
ROE, 1986.
cerne (1) racemosol; ANJANEYUL
(2) racemosoldiacetato; U etal., 1986
(3) racemosoldimetileter.
raiz (1) de-O-metilracemosol PRABHAKA
et al, 1994
(1) kampferol; EL-
(2) quercetina; HOSSARY et
(3) 3-O-ramnosideo-kampferol; al., 2000
(4) quercitrina
cascada (1) 3-O-B-galactosideo-kampferol JAIN;
semente (2) éter-4’- O- metil-Kampferol SRIVASTAV
(3) 3-O- B -galactosideo-quercetina A, 2001
(4)

éter-3,4’,5,7-tetrametil-quercetina

continua
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ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
raizes (1) lupeol; JAIN; ALAM;
(2) B-sitosterol; SAXENA,
(3) betulina. 2002a.
cascada (1) 7- B -D-glucopiranosideo-apigenina JAIN;
semente  (2) éter-3,7-dimetil-diidroquercetina PATHAK;
(3) éter-3',7-dimetil-eriodictiol SRIVASTAVA,
2002b
raiz (1) 1,7,8,12b-Tetrahidro-2,2,4-trimetil-10- JAIN et al.,
metoxi-2Hbenzo [6,7] ciclohepta[1,2,3- 2008
de][1]benzopiran-5,9-diol (racemosol);
(2) 1,7,8,12b-Tetrahidro-2,2,4-trimetil-2H-
benzo [6,7] ciclohepta[1,2,3-de][1]benzo-piran-
5,10,11-triol;
(3) 1,7,8,12b-Tetrahidro-2,2,4-trimetil-2H-
benzo [6,7] ciclohepta[ 1,2,3-de][1]benzopiran-
5,9,10-triol (de-O-metil racemosol).
folhas (1) (25)-1, 2-di-O-linolenoyl-3-O-a-galacto SASHIDHARA
piranosil-(1->6)-O-B-galactopiranosil glicerol; etal, 2012
(2) (2S)-1-O-linolenoil-2-O-palmitoil- 3-O-a-
galactopiranosil-(1->6)-O-3-galactopiranosil
glicerol;
(3) (2S)-1-0-oleoil-2-O-palmitoil-3-O-a-galacto
piranosil-(1->6)-O-B-galactopiranosil glicerol;
(4) (-) epiafzelechin;
(5) (-)-epicatechin;
(6) (-) catechin;
(7) acido protocatecéico.
Cascada (1) n-tetracosano; JAIN et al.,
raiz (2) B-sitosteril estearato; 2013
(3) acido eicosandico;
(4) estigmasterol;
(5) B-sitosterol;
(6) racemosol;
(7) octacosil ferulato;
(8) de-O-metil racemosol;
(9) lupeol;
(10) 1,7,8,12b-tetrahidro-2,2,4-trimetil-2H-
benzo[6,7]ciclohepta [1,2,3-de] [1]
benzopirano-5,10,11 triol.
B. retusa casca (1) 3-O-B-galactosideo-quercetina; TIWARI;
(2) rutina. MASOOQD;
RATHORE,
1978
(1) 2-(4-Hidroxifenil)-7-[(6-deoxi-2-O-B-D- YADAVA;
galactopiranosil-a-Lmanopiranosil) 6xi]-4H-1- JAIN, 2003b

benzopirano-4-ona

continua
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ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
sementes (1) 2,6-di(4",5 -dihidroxifenil)-3,7- SEMWAL,;
dioxabiciclo[3.3.0]octano-1-hidroxi-5-O- SHARMA,
ramnopiranosideo. 2011a
sementes (1) 1-O-B-D-glucopiranosil-98,15-dihidroxi-5a,  SEMWAL;
6BH-eudesma-3-ene-6a,12-olide; SHARMA,
(2) 4'-hidroxi-7-metoxy flavana 2011b
(3), B-sitosterol
(4) estigmasterol.
B. rufescens cascado (1) 6-metoxi-7-metil-8- MUHAMMAD
caule hidroxidibenzol[b,floxepin, , SIRAT,
(2) acetate de alfa-amirina; 2013b
(3) beta-sitosterol 3-O-beta-D-xilopiranosideo;
(4) 4-(2'-Hidroxifenetil)-5-metoxi-2-metifenol;
(5) menisdaurina;
(6) sequoyitol.
B. strychnifolia caule (1) quercetina; YUENYONG
(2) 3,5,7,3'",5-Pentahidroxi-flavanonol-3-O-a-L-  SAWAD et
ramnopiranosideo; al., 2013
(3) 3,5,7-Trihidroxi-cromona-3-O-a-L-
ramnopiranosideo;
(4) mistura de B-sitosterol e estigmasterol
(5) 5,7,3',5"-Tetrahidroxiflavanona
B. scandens (1) 1-O-alkil glicerol HAZRA,;
CHATTERJE
E, 2008
B. splendens caule (1) bausplendina LAUX;
STEFANI;
GOTTLIEB,
1985
B. strychnifolia caule (1) quercetina; YUENYONG
(2) 3,5,7,3',5"-Pentahidroxi-flavanonol-3-O-a-L- SAWAD et
ramnopiranosideo; al., 2013.
(8) 3,5,7-Trihidroxi-chromona-3-O-a-L-
ramnopiranosideo;
(4) B-sitosterol;
(5) estigmasterol.
B.tarapotensis folhas ) 2,4-dihidroxi-2-(2-hidroxietil) ciclohex-5-en- BRACA et
1-ona; al., 2001

(1
(2) ester cafeoil do &cido apidnico;
(3) (-)-isolariciresinol 3-R-O-B-D-
glucopiranosideo;

(4) (+)-1-hidroxipinoresinol1-O-B-D-
glucopiranosideo

(5) isoacteosideo

(6) luteolina 4-O- B -D-glucopiranosideo
(7) indol-3-acido carboxilico.

continua
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PARTE
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COMPOSTO FONTE

folhas

(1) acido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-oico acid SOSA et al,
(acido ursdlico); 2002
(2) acido 3B-hidroxi-olean-12-en-28-oico (acido
oleandlico);

(3) acido 2a,3B-dihidroxi-urs-12-en-28-oico
(2a-hidroxiursolico);

(4)acido 3-dihidroxi-olean-12-en-28-oico (acido
2a-hidroxioleandlico ou maslinico);

(5) acido 2a,3a-dihidroxi-urs-12-en-28-oic;

(6) acido 2a,3a-dihidroxiolean-12-en-28-oico;

(7) &cido 2a,3a,23-trihidroxi-urs-12-en-28-

0ico;

(8) acido 2a,3a,23-trihidroxi-olean-12-en-28-

0ico.

B. thonningii

casca

1) griffonilida et
(1) griffonilid OKWUTE
al., 1986

B. ungulata

folhas

harmano; MAIA NETO
3-0 metil-D-pinitol; et al.,, 2008
quercetina

quercetina arabinofuranosideo

quercitrina

eleagnina

NRud 2N N NN N

(1
(2
(3
(4
(5
(6

B. uruguayensis

folhas

glicina; IRIBARREN;
serina; POMILIO,
acido aspartico; 1989

acigo L-glutamico;

tirosina;

L-leucina;

colina;

metionina;

fenilanina;

) histidina;

) valina;

) treonina;

) isoleucina;

) B-sitosterol;

) estigmasterol;
) L-prolina;

) glucosideo-B—sitosterol;
) campesterol;
) afzelina;

) hexacosanol;
) quercitrina;

) octacosanol;
) heptacosano;
) triacontanol;
) heneicosano;
) docosano;

) octacosano;

)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4
5
6
7
8) nonacosano;

(1
(2
(3
(4
(5
(6
(7
(8
9
(1
(1
(1
(1
(1
(1
(1
(1
(1
(1
(2
(2
(2
(2
(2
(2
(2
(2
(2

continua
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29) hentriacontano;

30) tricosano;

31) triacontano;

32) tetracosano;

33) estigmasta-3,5-dieno;

34) estigmasta-4,6-dien-3-ona;

35) acido-(3pB)-estigmast-5-em-3-il-B-D-

36) pentacosanol;
37) estigmasta-1,3,5-trieno.

B. vahlii

flores

folhas

vagens

) quercitosideo;

) isoquercitosideos;

) rutosideo;

) kaempferolglicosideos;
)

(
(
(
(
(
E
ribofuranosidurénico;
(
(
(
(
E
(5) taxifolim ramnosideo.

]
2
3
4
5

(1) agathiflavona;

(2) acido betulinico;

(3) campesterol;

(4) quercetina;

(5) isoquercetina;

(6) B-sitosterol;

(7) estigmasterol;

(8) kaempferol;

(9) quercetina 3-glicosidio.

(1) metil 4-O-metilgalato;
(2) metilgalato;

(3) (+)-mopanol;

(4) (+) catequina;

(5) mopanol.

DURET;
PARIS,
1977.

SULTANA et
al., 1985

KUMAR;
KRUPADAN
AM, 1990.

B. variegata

flores

casca da
raiz

(1) kaempferol;

(2) kaempferol-3-galactosideo;

(3) kaempferol-3-rhamno-glucosideo;
(4) 3-hidroxi-5, 7, 4'- trimetoxi flavonol.

(1) (2S)-5,7-dimetoxi-3",4 -
metilenedioxiflavanona;

(2) 5,6-dihidro-1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxi-2-
metildibenzoxepina.

(3) quercetina 7-metil eter

(4) kampferol 7,4"- dimetil eter 3-O-3-D —
glucopiranosideo

(5) kampferol 3-O-B-D-glucopiranosideo

(1) N-fenil-2-naftalenoamina;
(2) girinimbina;
(3) mahanimbina.

RAHMAN;
BEGUM,;
1966

REDDY et
al., 2003

ZHAO et al.
2004a

continua
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ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA
(1) 1,1,3a, 5-tetrametil-1,1a,2,3,3a, 11- ZHAO et al.
hexaidro-[3,2-a]carbazoleciclobuta[ 2004b
4 5]-ciclopenta[5,6]-pirano];
(2) B-Sitosterol;
(3) fisciona;
(4) friedelina;
(5) estigmast-4-en-3-ona;
(6) estigmastan-3-ona;
(7) (3B)-3-Hidroxi-Stigmastan-6-ona;
(8) (24S)-24,25-diidroxi-9,19-ciclolanostan-3-
ona;
(9) (24R)- 24,25-Diidr6xi-9,19-ciclolanostan-3-
ona;
caule (1) 2,7-dimetoxi-3-metil-9,10- ZHAOQO et al.
dihidrofenantreno-1,4-diona (bauhiniona); 2005a
(2) acido-3,4-diidroxi-benzdico.
(1) epicatecol ZHAOQO et al.
(2) progalina A; 2005b
(3) ester-etil-3,4-diidroxi-Benzoico;
(4) squisandrisida
(1) rutina; EL-
(2) daucosterol; DONDAITY
(3) narcissina; et al, 2005
(4) luteolina;
(5) 3-metil-quercetina;
(6) 3-O-B-D-glucofuranosideo-quercetina
(1) astragalina; MAHESWARA
(2) 3-O-ramnosideo-Kampferol; et al., 2006
(3) 1-(2-hidréxi-4,6-dimetoxifenil)-3-(1,3-
benzodioxol-5-il)-2-propen-1-ona;
(1) 12,13-Heptatriacontanodiol; SINGH,;
(2) 15-Dotetraconten-9-ol; PANDEY,
2006
(1) bauhiniona ZHAO; CUI;
SUN, 2007
partes (1) kampferol; RAOQO et al.,
aéreas nao (2) ombuina; 2008
lenhosas (3) kampferol 7,4 éter dimetil-3-O-B-D-
glicopiranosideo;
(4) kampferol 3-O-B-D-glicopiranosideo;
(5) isorhamnetina 3-O-B-D-glicopiranosideo;
(6) hesperidina;
(7) cafeato triterpeno;
(8) 3B-trans-(3,4-dihidroxicinamoiloxi) urs-12-
en-28-6ico.

continua
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ESPECIE PARTE COMPOSTO FONTE
UTILIZADA

folhas (1) quercetina; MOHAMED;
(2) 3,3'-dimetoxi quercetina; MAMMOUD;
(3) 3,3,6-trimetoxi quercetina HAYEN,
(4) acido cafeico; 2009
(5) acido ferulico;
(6) quercetina 3-O-- D *C1-glucopiranosideo;
(7), quercetin 3-O--D- *C1-

ga Iacturonoplran03|deo

(8), quercetina 3 O-a-L-'C4- ramnopiranosil-
(17—2")-0O-B-D- ‘C1- glucop|ran03|deo

(9) acido 23-hidroxi-3a-[0-a- L-'C4-
ramnopiranosil - (1"—4’)-O-a-L-*C1-
arab|nop|ran03|l OX|]oIean 12 en-28- 0|coO a-L-

'C4- ramnopranosn ( ””” 77)- O[3 D-‘C1-
glucopiranosil-(1"” ) O—[B D-‘C1-
glucopiranosil ester
folhas (1) a- amirina; SAHAA et
(2) caprilato; al., 2011
(3) lupeaol;
(4) nor-a-amirina;
(5) 3B, 28-di hidroxil olean-12-enil-palmitato.
folhas (1) D-pinitol (3-O-methyl D-chiro inositol). DEWANGAN;
VERMA;
KESHARWANI,
2014
Fonte: A autora (2014) conclus&o

2.3 ESPECIE Bauhinia ungulata Linné

A Bauhinia ungulata Linné além dos nomes populares comuns ao género,
também €& popularmente conhecida como morord, sendo Bauhinia macrostachya
Benth., a sinonimia mais frequentemente encontrada (VAZ, 2014). Outras sinonimias
também sdo utilizadas tais como: Bauhinia benthamiana Taub., Bauhinia cavanillei
Millsp., Bauhinia galpinii var. ungulata L., Bauhinia inermis (Cav.) Pers., Bauhinia
inermis Forssk., Bauhinia inermis Perr., Bauhinia unguiculata Sesse & Moc, Pauletia
inermis Cav., Cansenia ungulata (L.) Raf. e Pauletia ungulata (L.) A.Schmitz (THE
PLANT LIST, 2013).

No QUADRO 1 ¢ apresentada a classificacdo da espécie em estudo de acordo
com Cronquist e Angiosperm Philogeny Group APG lII.
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CLASSIFICACAO TAXONOMICA

CRONQUIST (1981) Angiosperm Philogeny Group
APG 1ll (2009)

DIVISAO Magnoliophyta CLADO Eurosideas |
CLASSE Magnoliopsida (dicotiledoneas) ORDEM Fabales
SUBCLASSE Rosidae FAMILIA Fabaceae
ORDEM Fabales GENERO Bauhinia L.
FAMILIA Fabaceae ESPECIE Bauhinia ungulata L.
GENERO Bauhinia L.
ESPECIE Bauhinia ungulata L.

QUADRO 1 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Bauhinia ungulata L.
Fonte: A autora (2014)

Pouco estudada, a literatura reporta o uso de B. ungulata por indios Tapebas no
Ceara, por sua acao hipoglicemiante (MORAIS et al., 2005) no tratamento do diabetes e
para diarreia, ambos na forma de infusdo (BIESKI et al., 2012). Recente trabalho que
investigou o potencial de inibicdo da acetilcolinesterase demonstrou resultados
preliminares promissores com o0 uso do extrato hexano da flor de B. ungulata no
tratamento da doenga de Alzheimer (SANTOS et al., 2011).

A Bauhinia ungulata € uma espécie nativa no Brasil com distribuicdo geografica
ilustrada na FIGURA 1 (marcacdo em vermelho no mapa mundi). Em nivel mundial,
observa-se a presencga centralizada no Brasil, principalmente nas regides (FIGURA 1 -
areas verdes no mapa ampliado) Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia,
Roraima, Tocantins), Nordeste (Ceara, Maranhdo, Piaui), Centro-Oeste (Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato G), Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sao Paulo), Sul (Parand), com dominios fitogeograficos principalmente na Amazénia,
Cerrado, Mata Atlantica (VAZ, 2014).



39

Bls (el oo Em] e a

FIGURA 1 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA ESPECIE Bauhinia ungulata L.
FONTE: FLORA DO BRASIL (2014)

A Bauhinia ungulata apresenta-se como arbusto, arvoreta ou subarbusto que
pode variar de 2-4 m de altura (DUTRA et al., 2009), entretanto alguns autores reportam
que a a planta pode chegar até 10 metros (MENA-ALI; ROCHA, 2005). Apresenta flores
actinomorfas, noturnas, brancas e nectariferas. E considerada espécie cuja polinizacdo
€ noturna e realizada por morcegos que sao atraidos pelas flores com forte odor,
chamada de quiropterdfila. Geralmente florescem no periodo de seca (abril a agosto)
sendo que o néctar dessas plantas parece ser essencial para 0s morcegos, pois nesse
periodo ha escassez de outros alimentos (DUTRA et al., 2009).

E uma angiosperma cuja principal caracteristica é a existéncia de um fruto que
envolve e protege a semente. A frutificagdo da planta é verificada entre os meses de
julho a outubro (DUTRA et al., 2008). As folhas s&o unifolioladas, bilobadas (FIGURA
2), de tamanho aproximado a 1,2-3,3x2,2-5,8 cm, 9-11-nervuras, estipulas com 2 mm
de comprimento, lanceoladas; foliolos divididos de um terco a metade, lobos sub-
reniformes a elipticos, margem inteira, face abaxial puberulenta, com tricomas
glandulares, face adaxial glabra; nectario rudimentar. Inflorescéncia pseudoracemosa,
pluriflora, terminal; calice de 5-9,3 cm de comprimento, tubuloso, ferrugineo,
puberulento externamente; corola 2,3-3,8 cm de comprimento, pétalas brancas, linear-
lanceoladas; estames heterodinamos com 3,8-6 cm de comprimento, filetes

irregularmente unidos na base formando uma coluna, anteras de 0,8-1,2 cm de
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comprimento; estaminddios ausentes; ovario com 1,5 cm de comprimento, estipitado,
puberulento, estilete com 3,3 cm de comprimento, glabro, estigma obliquo, clavado.

Legume planocompresso, 13-15,5x1,5 cm, apiculado, puberulento; 9-14 sementes,
1x0,5 cm, obovadas, esverdeadas (DUTRA et al., 2008)

FIGURA 2 — FOLHA BILOBADA DE Bauhinia ungulata L., FACE ABAXIAL.
FONTE: A Autora (2011)
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A FIGURA 3 ilustra o formato do ramo (a), do contorno foliar (b), detalhe do

indumento na face inferior da folha (c) e fruto (d).

FIGURA 3 - Bauhinia ungulata var. ungulata.

FONTE: VAZ (2003)
Nota: a, ramo; b, contorno foliar; ¢, detalhe do indumento na face inferior da folha; d,

fruto.

Um estudo preliminar realizado por Maia Neto et al. (2008) demonstrou a
presenca de flavonoides, alcaloides e um poliol nas folhas da B.ungulata L. A estrutura

quimica dos compostos isolados encontram-se ilustradas na FIGURA 4.
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FIGURA 4 — ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE Bauhinia ungulata L.

Fonte: A Autora (2014)
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2.3 FLAVONOIDES COMO ANTIOXIDANTES

O termo flavonoide é derivado da palavra latina "Flavus", que significa amarelo,
porém sao metabolitos secundarios do vegetal, encontrados também nas cores
vermelho, azul e roxo ou até mesmo incolor (WINKEL-SHIRLEY, 2001) responsaveis
pelo aspecto colorido das folhas e flores, podendo estar presentes em outras partes das
plantas (VOLP et al., 2008).

Sao pigmentos naturais com principal funcdo nos vegetais de protegao contra
danos produzidos pelos raios ultravioletas e visivel, poluicdo ambiental (MARTINEZ-
FLOREZ et al., 2002) além da protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias,
atracdo de animais com finalidade de polinizacdo, antioxidantes, controle da acao de
hormbnios vegetais, agentes alelopaticos e inibidores de enzimas (ZUANAZZI,
MONTANHA, 2003).

Amplamente distribuidos no reino vegetal, principalmente nas angiospermas,
sdo encontrados em uma grande variedade de alimentos, frutas, sementes, flores e
folhas (WILHELM FILHO, SILVA, BOVERIS, 2001). Quanto a origem, sdo formados a
partir dos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina e também de unidades de
acetato. A fenilalanina e a tirosina dao lugar ao &cido cindmico e o &cido
parahidroxicinamico que se condensa com a unidade de acetato originando a estrutura
cinamol dos flavonoides. Posteriormente sdo formados os derivados glicosilados e
sulfatados (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).

Engloba um grupo de compostos polifendlicos complexos que podem ser
encontrados em diversas formas estruturais, porém a maioria apresenta uma estrutura
comum caracterizada por dois anéis aromaticos identificados como A e B e um
heterociclico oxigenado, o anel C (WILHELM FILHO, DA SILVA, BOVERIS, 2001). Sua
estrutura quimica baseia-se portanto em um esqueleto de 15 carbonos (Ce-C3-Cg), com
um anel de cromano ostentando um segundo anel na posicao 2, 3 ou 4. Os atomos de
carbono recebem uma numeragdo com numeros ordinarios para o anel A e C e os
mesmos numeros seguidos por uma linha (') para o anel B, como demonstrado na
FIGURA 5 (ZUANAZZI, MONTANHA, 2001).
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FIGURA 5 - ESTRUTURA BASICA DOS FLAVONOIDES

Os flavonoides de origem natural sdo geralmente oxigenados e um grande
namero encontra-se conjugado com acgucares (forma glicosilada ou heterosideos). Sao
denominados O-heterosideos quando a ligagdo com o acucar ocorre por intermédio de
uma hidroxila e C-heterosideos quando a ligagdo se da por um atomo de carbono
(ZUANAZZI, MONTANHA, 2001). O sitio de glicosilacao preferido é na posicao 3, e com
menor frequéncia na posi¢ao 7, e a glicose o carboidrato mais comumente encontrado
(WILHELM FILHO, DA SILVA, BOVERIS, 2001). Quando o flavonoide ndo contém
glicosideo (agucar) € chamado de aglicona ou genina, e representa a forma livre
(ZUANAZZI, MONTANHA, 2001).

Uma grande variedade de flavonoides sdo conhecidos e as diferengas entre
eles resultam de uma variagdo no numero e posi¢cao dos grupamentos hidroxilas, por
modificagdes dos nucleos, e pelo grau de metilagéo e glicosilagdo (WILHELM FILHO,
DA SILVA, BOVERIS, 2001). Podem ser agrupados em classes de acordo com suas
caracteristicas quimicas e biossintéticas. Algumas classes e respectivas estruturas

quimicas basicas podem ser visualizadas na FIGURA 6.
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FLAVONAS FLAVONOLS

FLAVANONAS FLAVANOLS

o]
ISOFLAVONAS ANTOCIANOS

FIGURA 6 — DIVISAO DOS FLAVONOIDES DE ACORDO COM A ESTRUTURA QUIMICA BASICA
Fonte: A Autora (2014)

Os flavonoides sdo capazes de afetar varios sistemas enzimaticos e funcoes
biologicas dos mamiferos. Muitos deles tem demonstrado atividades anti-trombdtica,
antibacteriana, antifungica, antiviral, antialérgica, anti-inflamatéria, vasodilatadora,
anticancer, anti-isquémica, inibidora da peroxidacao lipidica e agregacao plaquetéria e
reducdo da permeabilidade e fragilidade capilar (FORMICA, REGELSON, 1995;
ZUANAZZI, MONTANHA, 2001; WILHELM FILHO, DA SILVA, BOVERIS, 2001) sendo

a capacidade antioxidante uma das mais estudada entre as suas fungdes bioldgicas.
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Antioxidantes sao substancias capazes de retardar as reacbes de degradacao
oxidativa, ou seja, reduzem a velocidade da oxidacdo. A oxidacao é parte fundamental
da vida aerébica e do nosso metabolismo e, assim, as espécies reativas de oxigénio
(ERO) sao produzidas naturalmente ou por alguma disfuncao biol6gica (BARREIROS,
DAVID, DAVID, 2006).

A geragao destas espécies reativas, conhecidas vulgarmente como radicais
livres, constitui um processo continuo e fisiolégico que ocorre, normalmente, nas
mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma, e que cumprem funcdes
importantes como a de mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reagdes
bioquimicas, e em proporcdes adequadas, possibilita a geracdao de energia (ATP);
fertilizacdo do évulo; ativagdo de genes; regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo
intercelular, sintese de substancias biologicas importantes e participacdo de
mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo (fagocitose) (BARREIROS,
DAVID, DAVID, 2006; BARBOSA et al., 2010). No entanto, seu excesso resulta em
efeitos prejudiciais, como exemplo a peroxidagao dos lipidios de membrana e agressao
as proteinas dos tecidos, as enzimas, carboidratos e DNA (AMIC" et al, 2014).
Consequentemente, podem estar relacionados a vérias patologias, tais como artrite,
choque hemorragico, doencas do coragdo, catarata, disfungdes cognitivas, cancer,
podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral (BARREIROS, DAVID,
2006).

A formacao destas EROs ocorre portanto pela reducdao do O, formando os
radicais superoxido (Oz¢), hidroxila (OHe) e, ainda, perdxido de hidrogénio (H20y),
processo que ocorre mediante reacdes especificas, catalisadas por enzimas e com a
participacao dos ions ferro e cobre. O perdxido de hidrogénio (H>O.), € uma espécie,
nao radicalar, com alto potencial reativo, e pela participacdo na geragcdo do OHe tem
potencial acdo deletéria, pois pode alterar qualquer estrutura celular que se encontre
proxima. Além disso, tem vida longa e pode atravessar membranas celulares
apresentando-se potencialmente téxico para as células (BARBOSA et al., 2010).

O excesso destas EROs no organismo € combatido por antioxidantes que
podem prevenir a formagéo, impedir a agdo ou favorecer o reparo e a reconstituicao

das estruturas biologicas lesadas. Esse sistema é dividido em enzimatico (Superdxido
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dismutase SOD, Sistema Glutationa Peroxidase GPX, Glutationa Redutase GR,
Catalase CAT) e ndo-enzimatico. No ultimo caso, é constituido por grande variedade de
substancias antioxidantes, entre elas os flavonoides (BARBOSA et al, 2010) que
podem ser obtidos da alimentac&o.

Os flavonoides pode prevenir lesdes causadas por radicais livres por varios
mecanismos, entre eles, (1) o sequestro direto de espécies reativas de oxigénio (ROS)
ao doar atomos de hidrogénio, (2) a ativacao de enzimas antioxidantes, (3) quelando
cobre e ferro e com isso eliminando o fator causal da oxidacao, (4) interagindo com o
radical a-tocoferol presente na membranas e com isso retardando a oxidacgéo, (5)
inibindo enzimas responsaveis pela producao do radical superéxido tais como xantina
oxidase e proteina Kinase C, além da cicloxigenase, lipoxigenase, NADPH oxidase; (6)
reducao do estresse oxidativo causado pelo 6xido nitrico; (7) aumento dos niveis de
acido urico; (8) aumento das propriedades de antioxidantes de baixo peso molecular
(AMIC” et al., 2014).

Agem desta forma, pois quimicamente, os flavonoides sdo doadores de
elétrons, com estrutura quimica conjugada em anel 3, rica em grupos hidroxilas, que
tem potenciais agdes antioxidantes por reagirem e inativarem &anions superoxido,
oxigénio singleto, radicais perdéxido de lipidios e/ou estabilizarem radicais livres
envolvidos no processo oxidativo através da hidrogenacdo ou complexacdo com
espécies oxidantes (BIRT; HENDRICH; WANG, 2001).

Das e Pereira (1990), citados por Machado et al. (2008), demonstraram que um
grupo carbonila em C-4, da estrutura basica do flavonoide, e uma dupla ligacao entre C-
2 e C-3 sdo importantes para a acao antioxidante, e a presencga de hidroxilas no anel é
determinante para a eliminacao de radicais livres. Apds a doacéo de grupos hidroxila ou
grupos metila pelos flavonoides, os radicais livres perdem sua reatividade e s&o
incapazes de atacar biomoléculas do organismo (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002). A alta atividade antioxidante destes compostos também ocorre devido a
presenca de hidrogénios dos grupos hidroxilas adjacentes (orto-difendis) encontrados
na estrutura, e as duplas ligagées dos anéis benzénicos e dupla ligagdo da fungcéo oxo
(-C=0) de algumas moléculas (RICE-EVANS et al., 1996).
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A atividade antioxidante dos flavonoides, somada a outros mecanismos, podem
contribuir para a saude humana, mas esta possivel relacdo ainda nao estd muito clara.
(AMIC” et al., 2014). Estudos epidemiolégicos revelam que dietas ricas em flavonoides
estao correlacionadas com o aumento da longevidade e diminuicdo da incidéncia de
doencas cardiovasculares, normalmente observadas em popula¢des habituadas com a
ingestdo de altas quantidades de gorduras. Este fato foi observado na regidao do
Mediterraneo principalmente na Franga, onde as pessoas tendem a utilizar alimentos
muito ricos em gorduras saturadas (queijos, figado de ganso, presuntos) associado ao
fumo e vida sedentaria. Apesar destes habitos, as pessoas desta regido possuem baixa
incidéncia de doencas cardiacas, e esta discrepancia ficou conhecida como “Paradoxo
Francés”, e ja ha algum tempo vem sendo relacionado ao uso do vinho tinto e a
presenca de flavonoides (SANTOS, 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas da espécie Bauhinia ungulata L. foram coletadas em janeiro de 2007
na cidade de Campo Grande — MS coordenadas geograficas 20°30°37,5” S e
54°36°46,6” W, 545m (FIGURA 7). A identificacdo foi realizada no Herbario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS por Geciane Miriam Silva, onde
uma exsicata foi depositada sob o numero CGMS 19754. O presente estudo tem
autorizacdo do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente) para atividades de acesso

ao patriménio genético (Processo 02001.001165/2013-47).
- -

FIGURA 7 - Bauhinia ungulata L. NO
LOCAL DA COLETA
Foto: SILVA, C. B. (2012)

As folhas foram secas em temperatura ambiente e posteriormente reduzidas a
fragmentos de pequenas dimensées em moinho de facas/martelo, promovendo desta
forma uma maior eficacia do processo de extragdao por aumento da area de superficie
de contato entre o solido e o liquido extrator. Este material foi submetido ao processo
de extracdo para a realizacdo dos ensaios fitoquimicos e biolégicos propostos. Para
facilitar o entendimento das técnicas utilizadas a partir do material botanico, um
fluxograma das fases da pesquisa encontra-se na FIGURA 8.



MATERIAL VEGETAL

DETERMINAGAO DE

IDENTIFICADO, SECO E MOIDO = AGUA
PARAMETROS
FARMACOPEICOS | DETERMINAC 20 DE
[ FOLHAS MOIDAS (1500 g) CINZAS TOTAIS
EXTRATO ETANOLICO 20% ’_ ANALISE FITOQUIMICA
E EXTRATO AQUOSO PRELIMINAR
EXTRACAO DOS
CONSTITUINTES QUIMICOS E
CONCENTRAGAO DO
EXTRATO - SOXHLET
EXTRATO BRUTO ETANOLICO ATIVIDADE
FARMACOLOGICA
( PARTICIONAMENTO \ ATIVIDADE SOBRE
LIQUIDO/LIQUIDO NEUTROFILOS
: HUMANOS
OBTENCAO DAS FRACAO ISOLAMENTO E
FRACOES HEXANO, ==l ACETATO DE IDENTIFICAGAO
CLOROFORMIO, ETILA DE COMPOSTOS ENSAIO DE N
ACETATO DE ETILA E
= CITOTOXICIDADE
HIDOALCOOLICA i
RESIDUAL POR REDUGCAO DO
EXTRATO BRUTO E FRAGOES
HEXANICA, CLOROFORMICA,
ACETATO DE ETILAE
HIDROALCOOLICA RESIDUAL
TOXICIDADE ATIVIDADE CONTEUDO TOTAL ATIVIDADE ATIVIDADE ATIVIDADE
FRENTE HEMOLITICA DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTE ALELOPATICA ANTIBACTERIANA
Artemia salina FENOLICOS

FIGURA 8 — FLUXOGRAMA DAS FASES DA PESQUISA COM Bauhinia ungulata L.

Fonte: A Autora (2014)
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3.2 PARAMETROS FARMACOPEICOS

3.2.1 Determinacgao de agua

Para determinacdo da agua (teor de umidade) presente nas folhas da Bauhinia
ungulata foi empregado o método gravimétrico (dessecacao) descrito na Farmacopeia
Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010). Este método consiste em pesar de 2 a 5 g da
planta seca e triturada, e transferir para cadinho tarado (previamente dessecado
durante 30 minutos). O material vegetal permaneceu em estufa com temperatura de
100-105 °C durante cinco horas, sendo entao resfriado em dessecador e pesado. O
ciclo aquecimento-resfriamento foi repetido até a obtencéo de peso constante (BRASIL,
2010). O ensaio foi realizado em triplicata. O resultado é apresentado em porcentagem

de agua em relagcado ao material vegetal seco.

3.2.2 Determinacéo de cinzas totais

Foi empregado o método descrito na Farmacopeia Brasileira 52 edigéo
(BRASIL, 2010), em que o material vegetal foi pesado em cadinho (calcinado, resfriado
e pesado), incinerado até eliminagdo do carvao (ndo ultrapassando 600 °C) e resfriado
em dessecador. Realizou-se a pesagem e calculo da porcentagem de cinzas em

relagdo ao material vegetal seco. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.3 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

A identificacdo qualitativa dos grupos quimicos presentes nas folhas da
Bauhinia ungulata foi realizada de acordo com a metodologia desenvolvida por Moreira
(1979) e adaptada por Miguel (2003).
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3.3.1 Preparo do extrato hidroalcodlico a 20%

A obtencao do extrato hidroalcodlico a 20% foi realizada a partir da maceracao
de 40 g do material vegetal seco (folhas) e estabilizado de Bauhinia ungulata, em 200
mL de alcool etilico a 70% (v/v), levados em banho-maria a 70 °C por uma hora. O
extrato foi filtrado em papel filtro e concentrado a um terco do volume inicial.

O fracionamento sequencial do extrato foi realizado com os solventes
organicos: hexano, cloroférmio e acetato de etila. Agitou-se por 10 vezes com volumes
de 20 mL de cada solvente em funil de separacdo. As porgoes resultantes tiveram seus
volumes completos para 200 mL com os solventes constituintes. O residuo do extrato

residual teve seu volume completo para 200 mL com etanol.

3.3.1.1 Pesquisa de alcaloides

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizados 50 mL de cada fracao,
evaporadas a secura em banho-maria a 70 °C. O residuo resultante foi dissolvido em 1
mL de etanol, fazendo-se na sequéncia a adigdo de 20 mL de acido cloridrico a 1%.
Cada uma das solucbes obtidas foi particionada em 5 tubos de ensaio em porgdes de 1
mL, tendo como objetivo a pesquisa de alcaldides com os seguintes reativos: Reativo
de Mayer (reacdo positiva: precipitado ou turvacado branca), Reativo de Dragendorff
(reagdo positiva: precipitado cor vermelho-tijolo), Reativo de Bouchardat (reacao
positiva: precipitado alaranjado) e Reativo de Bertrand (reacdo positiva: precipitado ou
turvacao branca).

3.3.1.2 Pesquisa de leucoantocianidinas

Para a realizagdo deste método, transferiu-se para um béquer 10 mL de cada
fraga@o, e adicionadas 5 gotas de &cido cloridrico concentrado, levada para ebulicdo. A
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7

positividade da reagcdo para a presenca de leucoantocianidinas é evidenciada pelo

aparecimento de coloracéo vermelha.

3.3.1.3 Pesquisa de flavonoides

a) Heterosideos flavénicos:

Transferiu-se 20 mL das fragdes hexano, cloroférmio e acetato de etila para
capsulas de porcelana, e levadas a secura em banho-maria. Realizou-se a dissolugéo
do residuo em 10 mL de etanol e transferiu-se 5 mL de cada fragdo para tubos de
ensaio com a adi¢cao consecutiva de 200 mg de limalha de magnésio e 1 mL de acido
cloridrico fumegante pelas paredes do recipiente. A formagdo de coloracdo laranja
indica a presenca de flavonas, a violacea indica a presencga de flavanonas e a vermelha

indica a presenga de flavondis.

b) Teste do oxalico borico ou reacdo de Taubock:

Em capsulas de porcelana separadas, 10 mL de cada uma das fragdes foram
levadas a secura em banho-maria. Ao residuo adicionou-se 5 gotas de acetona e 30 mg
de uma mistura na proporcao 1:1 de acido bérico e acido oxalico. Ap6s agitacédo, o
volume foi levado a secura e, ao residuo foi feita a adicdo de 5 mL de éter etilico. O
conteudo resultante foi transferido para tubos de ensaio e visualizado sob lampada
ultravioleta. A observacao de fluorescéncia indica reagdo positiva principalmente para

flavonois.

3.3.1.4 Pesquisa de cumarinas

Em capsulas de porcelana foram adicionados 30 mL de cada fragdo e
acidificagdo com acido cloridrico 2 N até pH 1. Os volumes foram concentrados em
banho-maria até 5 mL. As aliquotas resultantes foram entao passadas para um funil de
separacgao e extraidas duas vezes com 10 mL de éter etilico. Os volumes obtidos foram
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concentrados novamente em banho-maria até 5 mL. Do exirato etéreo obtido,
transferiu-se 3 mL para tubos de ensaio e a estes se adicionou 2 mL de hidréxido de
sodio 1 N. Os recipientes foram levados a camara de luz ultravioleta a 366 nm por um
periodo de 15 minutos. A positividade da reacao decorre da formacao de fluorescéncia
de coloracdo azul ou verde-amarelada. O restante do extrato etéreo obtido foi
depositado em papel de filtro sob trés pontos previamente marcados com grafite. As
manchas 1 e 2 foram tratadas com hidréxido de sédio 1 N. A mancha 1 foi coberta com
papel aluminio e, posteriormente, o papel filiro foi colocado na camara de luz
ultravioleta a 366 nm por 15 minutos. A reacdo positiva é caracterizada por
fluorescéncia de coloracdo azul ou verde-amarelada na mancha 2 (tratada e néao
coberta).

3.3.1.5 Pesquisa de heterosideos antraquinénicos

Adicionou-se 30 mL da fracao hidroalcoodlica e 5 ml de solugdo aquosa de acido
sulfarico a 10 % em um bal&o de fundo chato com capacidade para 250 mL. O bal&o foi
acoplado a um condensador, que permaneceu em refluxo por 30 minutos. O volume foi
filtrado ainda quente em papel de filtro. Ao filtrado adicionou-se 30 mL de &gua
destilada e, o conteudo foi transferido para um funil de separacdo para realizar a
extragdo com duas aliquotas de 10 mL de éter etilico. Os extratos etéreos resultantes
foram concentrados em banho-maria até 5 mL e, posteriormente, transferidos para um
tubo de ensaio onde se realizou a reacdo de Borntrager, com a adi¢cdo de 5 mL de
solugao de hidroxido de amdnio e agitando de forma lenta. O desenvolvimento de
coloracao vermelha na solugéo alcalina evidencia reagao positiva para a presencga de
naftoquinonas e/ou antraquinonas.
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3.3.1.6 Pesquisa de esteroides e/ou triterpenos

a) Reacgéo de Liebermann-Bourchard: Trinta mililitros de cada uma das fragcbes
foram levadas a secura em banho-maria. Ao residuo foram adicionados 5 mL de
cloroférmio, fazendo-se a filtracdo em seguida. O extrato cloroférmico obtido foi
pipetado para trés tubos de ensaio nos volumes de 0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL, com seus
volumes completos para 2 mL com cloroférmio. Em seguida, realizou-se a reagao de
Liebermann-Burchard, fazendo-se a adicao lenta de 1 mL de anidrido acético e 2 mL de
acido sulfurico. A observacao da formacao de cor résea escura ou azul indica a
presenca da funcdo carbonila na posi¢cdo 3 e dupla ligacdo entre os carbonos 5 e 6.
Ainda, a formacao de coloracao verde indica a presenca da fungcéo carbonila na posicao
3 e ligacdo dupla nas posicdes 5 e 6. A ocorréncia da formagdo de cor amarela,
provavelmente, indica que a reacao é devido a existéncia de uma metila no carbono 14.

b) Reacao de Keller Kiliani: Transferiu-se 2 mL do extrato cloroférmico para um
tubo de ensaio, que foi levado a secura em banho-maria. Ao residuo foram adicionados
2 mL de &cido acético glacial e 0,2 mL de cloreto férrico a 1%. A mistura foi
cuidadosamente transferida para um tubo de ensaio contendo 2 mL de acido sulfurico
concentrado. A positividade da reacédo € observada pelo desenvolvimento de coloragéao
na zona de contato dos sistemas liquidos e/ou coloragdo na fase acética. A coloracao
indica a presenca de desoxi acucares, sendo que tonalidade azul é sugestiva para
esteroides e tonalidade verde para triterpenos.

3.3.2 Preparo do extrato aquoso

O processo extrativo para a obtencao do extrato aquoso a 20% (m/v) envolve a
maceracao de 40 g do material vegetal, seco e estabilizado, com 200 mL de agua
destilada em banho-maria a 60 °C, pelo periodo de duas horas e com agitacao
ocasional.
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3.3.2.1 Teor de sdlidos

Uma placa de petri (tarada) contendo 10 mL do extrato aquoso foi levada a
estufa até secura. O resultado foi apresentado em peso de extrato seco em relacéao a
amostra do vegetal, e foi realizado em triplicata.

3.3.2.2 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Caracteriza-se pela adi¢ao inicial de porcoes de 5 mL do extrato aquoso em
trés tubos de ensaio. Ao primeiro tubo foi adicionado &cido sulfarico 1 N ou 10% até pH
1 para acidificacao do meio; ao segundo, acrescentou-se hidréxido de sodio até pH 10,
com a finalidade de alcalinizar o meio; por fim, no terceiro tubo foi feito o ajuste para
neutralizacdo do meio (pH=7). A detec¢ao de diferentes coloragdes sdo indicadores da
presenca de heterosideos antocianicos.

Concomitantemente, foi verificada a presenca de leucoantocianidinas
(amarelas) a partir da reacao de formagdo de antocianidinas (vermelhas) da seguinte
forma: transferéncia de 10 mL do extrato aquoso para um funil de separacdo. Na
sequencia, foi feita a extragdo com duas vezes de 10 mL de butanol saturado com
agua. Na etapa seguinte foi feita a reunido das fragbes de butanol em capsula de
porcelana e concentragdo das mesmas ao volume de 5 mL. Nesta aliquota, foi
realizada a adi¢cdo de 5 gotas de acido cloridrico concentrado e, posterior, aquecimento
até ebulicao.

3.3.2.3 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Foram utilizados os trés tubos de ensaio da analise de heterosideos

antocianicos, energicamente agitados por 5 minutos e entdo deixados em repouso por

30 minutos. Transcorrido o tempo, mediu-se a espuma formada, em centimetros. A
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ocorréncia de espuma com caracteristica persistente, maior ou igual a um centimetro

indica a presencga de heterosideos saponinicos.

3.3.2.4 Pesquisa de heterosideos cianogénicos

Adicionou-se 15 mL de extrato aquoso em um tubo de ensaio com posterior
insercdao de 1 mL de acido sulfurico 1IN sem a umectacdo das paredes do tubo.
Suspendeu-se uma tira de papel picro-soédico na boca do tubo, com o auxilio de uma
rolha de cortica, a fim de que a tira ndo tocasse o extrato. O recipiente foi colocado em
banho-maria a 60°C, por 30 minutos. A presenca coloracdo vermelha na tira de papel

indica a presenca de heterosideos cianogenéticos.

3.3.2.5 Pesquisa de taninos

a) Reacao com cloreto férrico a 1%: Em um tubo de ensaio foi adicionado 1 mL
do extrato aquoso e, apds, 5 gotas de solucdo aquosa de cloreto férrico a 1%. O
desenvolvimento de coloracdo azul € indicativo de reagdo positiva para taninos

hidrolisaveis, verde para taninos condensados e marrom para polifendis.

c) Reagdo com formol-cloridrico: Em um baldo de fundo chato de 250 mL de
capacidade foram adicionados 30 mL do extrato aquoso, 6 mL de formaldeido e 4 mL
de acido cloridrico 37%. O recipiente foi acoplado a um condensador de bolas e o
mesmo manteve-se em refluxo por uma hora. Apéds o sistema esfriar, o extrato formol-
cloridrico foi filtrado e reservado para a pesquisa de taninos hidrolisaveis. O residuo da
filtracdo foi lavado com solucdo alcodlica a 50%. Em seguida foi efetuado o
gotejamento com solucdo aquosa de hidréxido de potassio 5% sobre o residuo da
lavagem. A observacdo de coloragdo verde ao gotejar hidroxido de potassio indica
reacdo positiva para taninos condensados. Separadamente, ao filtrado reservado foi
realizada a adi¢cdo de excesso de acetato de sédio, sem agitacdo, e gotas de cloreto
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férrico a 1%. A reagdao positiva para taninos hidrolisdveis ¢é indicada pelo

desenvolvimento de coloracdo azul ao se adicionar cloreto férrico.

3.3.2.6 Pesquisa de amino grupos

Em capsula de porcelana e com auxilio do banho-maria a temperatura de 60
°C, o volume de 10 mL de extrato aquoso foi concentrado até 5 mL. Em tira de papel de
filtro, foram adicionadas 5 gotas do extrato aquoso concentrado em pontos previamente
demarcados. Apds secagem, o papel filiro foi nebulizado com solucado de ninhidrina e
levado a estufa a temperatura de 95-100 °C, por um periodo de 15 minutos. A reacao é

considerada positiva com o aparecimento de colora¢ao azul violacea.

3.3.2.7 Pesquisa de &cidos fixos

Em um bal&o, foram adicionados 20mL do extrato aquoso e 2mL de NaOH 1N,
que permaneceram em refluxo por 30 minutos. Apds resfriamento, acidificou-se com
H.SO4 2N e extraiu-se com éter etilico (3 porgdes de 10mL). Os extratos etéreos foram
reunidos e tratados com carvao ativo, sendo em seguida filtrados e evaporados em
banho-maria (50°C) até a secura. O residuo foi deixado em estufa por 10 minutos,
resfriado e adicionados 5mL de NH;OH (1N). Em uma tira de papel de filtro
concentraram-se duas manchas (3 gotas em cada mancha) com o residuo amoniacal,
deixando na estufa até secar, e sobre uma das manchas foi gotejado o reativo de
Nessler. A coloragdo marrom nessa mancha indica a presenca de acidos fixos.
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3.3.2.8 Pesquisa de acidos volateis

Esse teste foi realizado da mesma maneira do que o teste para heterosideos
cianogenéticos com uma fita de pH. A presenca desses acidos € indicada pela
coloracao da fita para valores abaixo de pH 7.

3.4 OBTENGCAO DO EXTRATO ETANOLICO

As folhas secas de B. ungulata (1500 g) foram submetidas a extracdo em
Soxhlet modificado utilizando 1500 mL de etanol como liquido extrator por um periodo
de 15 horas, com esgotamento total. O extrato obtido foi filirado e submetido a
concentracdo em Soxhlet por destilagdo e posteriormente levado em banho-maria para

remocao total do solvente.

3.5 FRACIONAMENTO, ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS

3.5.1 Fracionamento

Para obter as fragdes a partir do extrato bruto etandlico (EB) foi utilizado um
aparelho de Soxhlet modificado, e solventes em ordem crescente de polaridade (n-
hexano, cloroformio e acetato de etila), fracionados separadamente, por meio de
particao liquido-liquido.

O aparelho de Soxhlet modificado foi conectado a um condensador de bolas e a
um baldo de fundo chato de capacidade para 150 mL. Todo o sistema foi levado ao
aquecimento em chapa aquecedora em refluxo continuo por 6 horas.

Para a extracdo com solventes mais densos que o extrato bruto foi necessario
utilizar cartucho de vidro e funil adaptado até a base do cartucho em aparelho de
Soxhlet convencional. Neste caso, o solvente contido no baldo € aquecido e evaporado
e, apds condensacéao, goteja dentro do funil, passando por dentro do cartucho. Assim, o
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extrato particionado de baixo para cima, promove o arraste de substancias por
afinidade. Duas aberturas na parte superior do cartucho permitem a saida do solvente
(depois da extracao), que ira preencher o espaco entre o cartucho e as paredes do
Soxhlet até que o menisco alcance o ponto de refluxo do canal lateral do aparelho e o
solvente com as substancias extraidas sejam descarregadas sobre o conteudo do
baldo. Dessa forma, todo o extrato é concentrado no balao, visto que o liquido extrator
evapora puro para ser condensado e repetir a extragdo. Cada processo de
fracionamento dura 6 horas.

Em casos de solventes mais densos, o aparelho de Soxhlet é modificado de
modo a impedir o refluxo do solvente para o baldo. A dilatacdo do canal lateral do
Soxhlet foi retirada e o canal foi alargado na porg¢éao superior. Desta forma, quando o
menisco atinge a curva do canal, nao ha refluxo, mas gotejamento constante. Nas duas
situagdes, a particdo se da lentamente, com o maximo de contato possivel.

Ao final do processo, todas as fracdes foram submetidas a destilacdo para

remocao do solvente e levadas a secura em banho-maria (40-50 °C).

3.5.2 Isolamento dos compostos

Para isolamento dos constituintes da Fracao acetato de etila (FAE) foi utilizada
uma coluna aberta (3,0 x 50 cm) empacotada com a fase estacionaria Sephadex® LH-
20 (Amersham Pharmacia, G&E), e eluida com uma mistura (500 mL) de metanol e
agua (70:30) e 5 g de amostra solubilizada em 5 mL de metanol.

Para monitoramento do conteludo coletado foi utilizada cromatografia em
camada delgada (CCD) em placas Merck® 60 F254, com fase mével constituida por
acetato de etila, acetona e agua (25:8:2) e como revelador o reativo NEU
(difenilboriloxietilamina 1% em metanol seguido de polietilenoglicol-4000 5% em etanol).

Para verificagcao do perfil da amostra foi utilizado a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em aparelno Merck-Hitashi® composto de: bomba L2130 Elite
LaChrom®; degaseificador de solventes L7812 Lachrom®; valvula de injecdo Rheodyne®

7725i; detector DAD L2450 Elite LaChrom®: interface EZChrom Elite® conectada ao
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sistema operacional Windows® NT. Utilizou-se coluna analitica Xterra® RP18 (Waters)
250 mm x 4,6 mm e particulas com 5 ym com /oop de 20 L, a temperatura de 25°C e
deteccao por varredura de espectro de 200 nm a 400 nm, para verificar o perfil da
amostra obtida.

Para o isolamento dos compostos presentes na amostra também foi utilizada a
CLAE em condicbes semi-preparativas no mesmo equipamento e condicées anteriores
utilizando coluna Xterra® Prep. RP18 (Waters) 78 mm x 300 mm e particulas com 10
um, com loop de 100 pL e fluxo de 3 mL.min™.

3.5.3 Identificagdo dos compostos da FAE

Os espectros de RMN de 'H e C foram realizados em espectrofotdmetro
Bruker® modelo DPX 200 MHz observando os ntcleos de 'H e *C a 200,12 e 50,56
MHz e Bruker® de 400MHz observando os ntcleos de 'H e '*C a 400,13 e 100,61 MHz.
Para o composto BAUS5 foi utilizado o espectrofotdmetro Brucker® AC 500 MHz para
RMN de 'H. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm em relacdo ao sinal
do TMS (tetrametilsilano) em 0 ppm. O solvente utilizado nas espectroscopias de RMN
de "*C e "H foi metanol deuterado.

Apoés a obtencao dos espectros de RMN a identificagcdo de todas as substancias
foi realizada com base na comparacdo de dados espectroscopicos com dados
disponiveis na literatura, com exceg¢do do composto BAU5 que foi identificado pela
andlise do espectro de ressonancia magnética nuclear 'H e dos espectros de
correlacao heteronucleares e homenuclear HMBC, HSQC e COSY.

3.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

A agua do mar artificial foi preparada com 38 g de sal marinho (23 g NaCl, 11 g
MgCl2:6H20, 4 g Na,SOy; 1,3 g CaCly-2H,0 ou CaClz6H.0; 0,7 g KCI ) e 1.000 mL de
agua destilada. O pH foi ajustado para 9,0 com Na>COj3 para evitar o risco de morte das
larvas durante a incubacdao, mantendo-o na faixa de 6-10,5 (LEWAN et al., 1992). Os
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ovos de Artemia salina (200 mg/400 mL) foram colocados na agua do mar artificial para
eclodir por 48 horas sob aeracdo continua e expostos a luz diurna e temperatura
controlada (27-30 °C). Paralelamente, preparou-se as amostras do EB, FH, FCL FAE e
FR a serem analisadas, nas concentracdes de 10, 100 e 1000 pug.mL"'. As amostras
foram diluidas em metanol e colocadas em frascos adequados para a realizacdo do
teste. O solvente foi evaporado em estufa a 40 °C, 24 horas antes do teste. Como
controle positivo, foi utilizado sulfato de quinidina, nas mesmas concentracbes das
amostras e como controle negativo foi utilizado o metanol. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

Apoés a eclosdo dos ovos, 10 nauplios de Artemia salina foram transferidas para
cada frasco contendo as amostras e controles. O volume de todos os tubos foi entdo
ajustado com agua do mar artificial para 2,5 mL. Apoés 24 horas, foi realizada a
contagem das larvas mortas e vivas com auxilio de lupa e iluminagdo incandescente.
Os dados foram analisados com o método estatistico Probitos e determinados os
valores de ClLsp € 95% de intervalos de confianga. As fracdes foram consideradas
téxicas quando CLso foi menor que 1000 pg.mL ' (MEYER et al., 1982).

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA
3.7.1 Teste da atividade hemolitica com hemacias em suspensao

A atividade hemolitica das amostras foi avaliada seguindo metodologia descrita
na Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010) com adaptagdes. Foi utilizado no
ensaio uma suspensao de sangue de carneiro (Newprov®) a 2% e solugdo de saponina
(controle positivo). Partindo de uma concentracdo das amostras do EB, FH, FCL FAE e
FR de 1000 ug.mL™, uma diluicdo em série foi preparada com tampéao fosfato pH 7,4 e
suspensao de sangue 2%, usando 4 tubos de ensaio, conforme a TABELA 3.
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TABELA 3 — ESQUEMA DA DILUIGAO EM SERIE DA AMOSTRA

TUBO 1 2 3 4
Extrato vegetal (ml) 0,10 0,20 0,50 1,00
Tampao fosfato pH 7,4 (ml) 0,90 0,80 0,50 -
Suspensao de sangue (2%) (ml) 1,00 1,00 1,00 1,00

Fonte: BRASIL (2010).

Logo que os tubos foram preparados, os mesmos foram invertidos
cuidadosamente evitando a formacéo de espuma. Apds 30 minutos foram novamente
agitados com cuidados e entao deixados em repouso por 150 minutos. Posteriormente,
foram centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm. Observou-se entdo se dentre eles
existia algum na qual foi detectada a presenca de hemdlise total, ou seja, ocorreu

solugdo limpida, vermelha e sem depdsito de eritrocitos.

3.7.2 Teste de Atividade Hemolitica em Placas de Agar Sangue

Em discos de papel filtro Whatman (n°1), com aproximadamente 7mm de
diametro, foram aplicados 20 puL da amostra a ser testada, na concentracdo de 1000
ug.mL". Apés secagem, os discos foram colocados em placas de agar sangue e
incubadas por 24 horas a 35 °C em estufa. ApGs este periodo verificou-se a existéncia
de halo de hemdlise ao redor do disco de papel. Como controle positivo foi utilizada
solucéo de saponina 1000 ug, e como controle negativo de discos impregnados com 0s
solventes utilizados foram submetidos ao teste para descartar a influéncia destes
(KALEGARI, 2011).

3.8 DETERMINACAO DO CONTEUDO TOTAL DE COMPOSTOS FENOLICOS

O conteudo de fendlicos foi determinado utilizando o método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965) com modificagdes. O acido galico

foi utilizado como controle e a partir dele construido uma curva analitica contendo 2,5;
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5; 7,5, 10; 12,5; 15; 17,5 e 20 ug.mL™". As amostras contendo EB e fragdes foram
solubilizadas em metanol na concentragéo de 1 mg.mL™". Aliquotas das amostras foram
transferidas para tubos de ensaio com rosca, sendo posteriormente adicionados outros
componentes conforme a TABELA 4.

TABELA 4 - MEIO REACIONAL DO ENSAIO DE DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

AMOSTRAS / VOLUME AGUA (mL) FOLIN-CIOCALTEU (mL) METANOL (mL)

(mL)
EB 0,16 3,6 0,2 0,16
FH 0,32 3,6 0,2 -
FCL 0,08 3,6 0,2 0,24
FAE 0,08 3,6 0,2 0,24
FR 0,16 3,6 0,2 0,16

EB= Extrato bruto, FH= fragdo hexano, FCL= fragao cloroférmio, FAE= fracdo acetato de etila, FR=
fracao hidroalcodlica residual.

Apobs o preparo das solugdes e agitagédo, os tubos foram mantidos em repouso
por 10 minutos e posteriormente foi adicionado em cada um 0,4 mL de solugédo de
carbonato de calcio 10%. Os tubos foram deixados em repouso por 30 minutos ao
abrigo da luz e, na sequéncia, leitura da absorbancia a 760 nm em espectrofotobmetro
Shimadzue, modelo UV-1600.

O conteudo de fendis totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia
das amostras frente a curva de calibragdo construida com o padrdo acido galico e os
resultados expressos em mg equivalente de acido galico por grama de amostra (mg
EAG/g) (KROYER; HEGEDUS, 2001; SINGLETON, ROSSI JR., 1965). Todas as
determinagdes foram realizadas em ftriplicata.

O teste de Folin-Ciocalteu é um dos mais antigos métodos utilizados para
determinar o conteudo de fendlicos totais (SINGLETON; ROSSI JR., 1965). O reagente
de Folin Ciocalteu contém &nions heteopoli-fosfotungstatos-molibdatos que reagem
com compostos fendlicos em meio basico, fornecido pelo acréscimo de carbonato de
sodio (NaCOs) a reacgao, ocorrendo formagéao de um anion fenolato pela retirada de um
hidrogénio acido, que reduz o reagente de mobilidato em 6xido de molibdénio, forma-se

um complexo molibdénio-tungsténio de coloracédo azul intensa, através de um provavel
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mecanismo de transferéncia de elétrons (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; ROGINSKY;
LISSI, 2005).

3.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.9.1 Redugao do Complexo Fosfomolibdénio

O complexo fosfomolibdénio é formado pela reacdo da solugdo de fosfato de
s6dio 0,1 M (28 mL), molibdato de aménio 0,03 M (12 mL), &cido sulfarico 3M (20 mL) e
agua destilada (g.s.p 100 mL), preparado no momento do uso (PRIETO, PINEDA,
AGUILAR, 1999).

Solugbes padrées de acido ascérbico (vitamina C) e rutina, bem como o EB,
FH, FCL, FAE e FR, foram preparadas na concentracdo de 200 pg.mL"' em metanol
(BIANCO, 2003). Destas, 0,3 mL foram adicionados a 3 mL de solucdo reagente do
complexo fosfomolibdénio. Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a
95°C por 90 min. Apds resfriamento, foi realizada a leitura a 695 nm, em um
espectrofotémetro UV-1600 Shimadzu® para obtencéo das absorbancias. A capacidade
antioxidante das amostras foi expressa em relagcdo a rutina e vitamina C, padroes

considerados com 100% de atividade antioxidante.

3.9.2 Reducéo do Radical DPPH

O potencial de reducdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) das
amostras foram analisados por espectrofotometria. Foram preparados cinco solucdes
metandlicas das fragdes nas concentracdes de 2,0 & 12,5 pg.mL™, das quais 2,5 mL
foram adicionados a 1 mL de uma solugcdo metandlica de DPPH® na concentracdo de
0,03 mmol.mL". Para as fragdes hexano foram utilizadas cinco solucées com
concentragdes entre 100 e 500 ug.mL™". Para cada amostra foi preparado um branco
com 2,5 mL da solucdo e 1 mL de metanol para cada concentragdo. Paralelamente foi
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feito um controle com 2,5 mL de metanol e 1 mL de DPPH®. Apds trinta minutos de
reacao as leituras foram realizadas em espectrofotobmetro a 518 nm, correspondente a
absor¢cdo maxima do radical em estudo. Como padrdes foram utilizados rutina e acido

ascoérbico (MENSOR et al.2001). Os resultados foram calculados da seguinte forma:

AAR% Acido Ascérbico = { Abs Amostra — Abs branco W x 100
Abs Ac. Ascorbico — Abs Branco

AAR% Rutina = { Abs Amostra — Abs branco} x 100
Abs Rutina — Abs Branco

Para cada amostra testada foi calculada a porcentagem de inibicdo do DPPH® e
por regressao linear foi possivel calcular a Clsp, ou seja, a concentracdo da amostra que
reduz 50% da concentracgao inicial de DPPH®. Os valores de Clsy foram comparados

segundo o método estatistico de Tukey (p < 0,05).

3.9.3 Método das substancias reativas ao acido tiobarbitirico TBARS

As amostras obtidas a partir das folhas e caule da Bauhinia ungulata
foram submetidas ao ensaio da atividade antioxidante pelo método das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) de acordo com Morais et al.(2006) com
modificagdes. Pesou-de 3 mg das amostras (extrato e fragdes) e padrdo BHT e diluiu-se
em 1 mL de etanol. Um volume de 0,5 mL de solucdo de gema do ovo homogeinizada
(5% m/v) e 0,1 mL de cada amostra e controle foram adicionados a tubos de ensaio.
Cada tubo de ensaio, em seguida, recebeu 0,05 mL de solugcdo de 2,2'-azobis (2
amidinopropano) dicloridrato - ABAP (0,035%) para induzir a peroxidacao lipidica.
Adicionou-se 1,5 mL de acido acético 20% (pH 3,5), 1,5 mL de &cido tiobarbiturico —
TBA (0,4% m/v) em solucao de sulfato de dodecil de sddio — SDS (0,55% m/v) e 400 pL
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de agua destilada. O material assim preparado foi submetido ao banho maria (95 °C)
durante 1 hora sob agitagdo. Apéds resfriamento, cada tubo recebeu 1,5 mL de n-butanol
e foi centrifugado durante 3 minutos a 3.000 rpm, com posterior leitura
espectrofotométrica dos sobrenadantes a 532 nm. Todo o procedimento foi realizado
em triplicata.

Obteve-se o indice Antioxidante da amostra em percentual (IA%) usando a
formula: 1A% = (1 — A/C) x 100, onde C € a absorbancia do controle totalmente oxidado
e A, a média aritmética das absorbancias da amostra testada.

O teste do malondialdeido (MDA), que € um produto secundario formado
durante a oxidagado de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) por cisdo beta dos AGPI
peroxidados, principalmente o 4cido araquidénico, € utilizado para avaliar a oxidagao de
lipideos. Em condicdes apropriadas de incubacao (meio acido e aquecimento) o MDA
reage com o acido tiobarbiturico (TBA) formando um croméforo rosado que pode ser
medido espectrometricamente. O ponto final da peroxidagao lipidica €, portanto, a
mensuragdo da substéncia malondialdeido (MDA), permitindo avaliar a protegdo da
lipoperoxidacdo pelas substancias antioxidantes presentes no material analisado
(DAWN-LINSLEY et al., 2005).

3.10 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Foi analisado possivel atividade alelopatica do EB, FH, FCI, FAE e FR obtidos
das folhas de Bauhinia ungulata, sobre sementes de Lactuca sativa L. cv. Grand rapids
(alface, da empresa Top Seed® lote 009283, com 89% de germinagdo conforme
informado pelo fabricante) e sementes de Allium cepa L. cv. Baia periforme (cebola, da
empresa Feltrin® sementes, ordem 309895, com 93% de germinacdo conforme
informado pelo fabricante).

As placas de Petri (9,0 cm de diametro) contendo papel filtro n2 1 (Whatman®),
previamente autoclavadas, receberam 5,0 mL da solu¢dao das amostras (EB e fracdes),
preparadas has concentragdes de 250 ug.mL”, 500 pg.mL' e 1000 pg.mL" em
quadruplicata. Em seguida, foram semeadas aleatoriamente sobre cada disco de papel
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filtro, 50 sementes da espécie alvo (alface ou cebola), conforme Brasil (2009). Como
controle, procedimento similar foi relizado, substituindo extratos e fragcdes por agua.

As placas de Petri contendo as sementes foram levadas a uma camara de
germinacdao (BOD), com condi¢cdes de luz (160 W), umidade relativa (x 80%) e
temperatura constantes, adequadas a cada espécie alvo, conforme Brasil (2009)
(alface, 25 °C com luz interna constante; e cebola 20 °C, com foto periodo de 12h).

3.10.1 Teste de Germinagao

Para os bioensaios de germinagéo, foi utilizada metodologia proposta por
Macias et al. (2000). Contagem diaria do numero de sementes germinadas foram
realizadas, sendo que para alface ocorreu contagem a cada 12 horas, e para cebola 1
vez ao dia, tendo como critério a protrusdo radicular com no minimo 2,0 mm de
comprimento. O experimento foi considerado concluido quando a germinagao foi nula
por trés dias consecutivos. A germinagdo foi avaliada por meio do IVG (Indice de
velocidade de germinacdao) (MAGUIRE, 1962) e porcentagem de germinagao
(LABOURIAU, 1983). O IVG foi calculado segundo Maguire (1962) para cada repeticao
de cada tratamento utilizando a quantidade de sementes germinadas, dividindo-a pelo
dia da germinacao e somando-se até o ultimo dia de germinagdo. As médias dos IVGs

foram submetidas a andlise estatistica.

3.10.2 Teste de Crescimento

Para os bioensaios de crescimento utilizou-se a metodologia descrita por
Barnes et al., (1987) e Macias et al., (2000). Apéds trés dias da protrusédo radicular,
mediu-se o alongamento da raiz e do hipocotilo/coledptilo (dez plantulas por placa)
utilizando papel milimetrado. Posteriormente essas plantulas foram levadas para secar
em uma estufa a 60 °C até peso constante para a obtencdo da massa seca. O nivel de
atividade foi expresso em porcentagem de inibigao/ estimulo de acordo com a férmula:
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% atividade = T —MC |x 100%

M
MC
em que MT é a media de alongamento dos tratamentos e MC a media de alongamento
do controle.

3.10.3 Respiracao radicular

Para este ensaio utilizou-se técnica, que estima a respiragdo das células
radiculares, por meio da reducdo do cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) por enzimas
desidrogenases (envolvidas no processo de respiragdo) com surgimento dos cristais de
formazan de coloracdo avermelhada (STEPONKUS; LANPHEAR, 1967; CARMO et al.,
2007).

Foram cortadas 10 raizes, das sementes que germinaram, a 1,0 cm a partir da
coifa e transferidas para tubos de ensaio com adicdo de 5 mL de cloridrato de trifenil
tetrazélio (TTC) 0,6% (p/v), 1 mL de tampao fosfato de sddio (mono e dibasico) a 0,05M
(pH 7,0) em cada tubo, e mantidos em temperatura ambiente por 2 horas. Apds esse
periodo os tubos foram transferidos para estufa a 40 °C por 15 horas.

Ao final desse tempo, as solugbes dos tubos foram drenadas e as raizes
lavadas duas vezes com agua destilada, com posterior drenagem maxima. Adicionou-
se entdo 7 mL de etanol 95% (v/v), e entdo os tubos foram levados para o banho-maria
com agua fervente (x 100 °C) durante 15 minutos, ou até secura. Apds esse periodo os
tubos foram resfriados até temperatura ambiente e sendo entdo acrescentado 10 mL de
etanol 95% (v/v). Em seguida foi realizada a leitura em espectrofotdmetro usando como
branco etanol 95% (v/v), sendo o resultado apresentado em absorbéancia a 530 nm.
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3.10.4 Conteudo de clorofila total

Foram cortadas 10 folhas primarias inteiras, das plantulas, de cada placa e
transferidas para tubos de ensaio, contendo 5,0 mL de DMSO (dimetilsulféxido) e entao
os tubos foram embrulhados em papel aluminio e deixados em temperatura ambiente
por 24 horas. Apés este periodo foi realizada a leitura da absorbancia da clorofila A
(645 nm) e B (663 nm) em espectrofotémetro utilizando como branco DMSO. O teor de
médio clorofila total (mg.L™) foi calculado de acordo com a equagéo de Arnon (1949) e
Lichtenthaler (1987).

Clorofila total = 20,2 x Abs A + 8,02 x Abs B

Onde: AbsA = absorbancia da clorofila a;

AbsB = absorbancia da clorofila b

3.10.5 Anélise Estatistica

Para cada amostra avaliada, o delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado com quatro tratamentos (controle agua destilada, 250, 500 e
1000 mg L) em quatro repetices. Os dados foram submetidos & andlise de variancia e
as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade com auxilio
do programa SISVAR (FERREIRA, 2000). Os resultados foram expressos em relacao
ao controle negativo (branco) e mostrados em grafico de barras. O valor “0” representa
o controle. Qualquer valor positivo implica em estimulacao dos parametros avaliados e
os valores negativos inibicdo. As medias foram entdo submetidas a andlise de variancia
(ANOVA) e comparadas entre si pelo teste de comparagcao de média Tukey 5% através
do programa SISVAR.
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3.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para avaliacdo da atividade antibacteriana foi utilizada a técnica de
microdiluicdo em caldo para a determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM).
Os microrganismos utilizados na pesquisa foram: Staphylococcus aureus ATCC®
25923, Escherichia coli ATCC® 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 e
Enterococcus faecalis ATCC® 29212. ATCC® (American Type Culture Collection) sao
cepas de referéncias de origem e padrao definido de provas para a sua caracterizagao.
As linhagens de referéncia permaneceram armazenadas a - 80°C em TSB com glicerol
a 15%, até o momento do uso. Para reativacdo, as cepas conservadas em condi¢coes
de congelamento foram subcultivadas em agar TSA (Difco), a temperatura de 37 °C por
20-24 horas. O preparo dos indéculos para as linhagens referéncia foram realizadas
suspensdes em tubo contendo salina estéril (NaCl a 0,85%) na concentracao de 1,0 x
108 UFC.mL™, equivalente ao tubo 0,5 de McFarland.

3.11.1 Concentragéao inibitéria minima (CIM)

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em
forma de “U”, contendo 12 colunas e 8 linhas, identificadas de A a H. O extratos
preparados na concentragdo de 100 mg.mL" e as fragdes 20 mg.mL", diluidos em
etanol a 10% e DMSO a 2%, foram filtrados utilizando membrana milipore 0,22 pum.
Apés a filtragao foi preparada uma solucdo na concentragdo de 10.000 pg.mL " e 400
ng.mL" de cada extrato e fracdo a ser testado. Em seguida foram transferidos 100 pL
de caldo Mueller-Hinton (Merck®) na linha A das colunas 2 a 9. Na coluna 2 foi
inoculado 100 pL de extrato ou fragao e transferido apés homogenizacao 100 L para o
orificio da coluna 3, repetindo-se o procedimento até a coluna 9, e desprezando-se
apdés homogenizacdo o excesso da diluicdo, obtendo-se assim concentracoes
decrescentes dos extratos (5.000 pg.mL™ — coluna 2; 2.500 pg.mL™" - coluna 3; 1.250
ng.mL™" - coluna 4; 625 ug. mL™ - coluna 5; 312 pg.mL" - coluna 6; 156 pg.mL™ - coluna
7; 78 pg.mL™" - coluna 8; 39 ug.mL™ - coluna 9) e fragdes (200 pug.mL™* — coluna 2; 100
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ng.mL™" - coluna 3; 50 pg.mL ™ - coluna 4; 25 pg.mL ™ - coluna 5; 12 pg.mL™ - coluna 6; 6
Hg.mL™" - coluna 7; 3 ug.mL™" - coluna 8; 1 ug.mL" - coluna 9).

Os inéculos bacterianos preparados na concentragdo de 1,0x10® UFC.mL™,
equivalente ao tubo 0,5 de McFarland foram inoculados em um volume de 5 pL nos
orificios das colunas de 2 a 9, permanecendo uma concentracao final de 10* por poco.

Os orificios das colunas 1, 10, 11 e 12 foram destinados para os testes de
controle do experimento. A coluna 1 foi reservada para o controle negativo ou de
esterilidade, utilizando 100 ul de caldo Mueller-Hinton e 100 pL de extrato ou fracdo na
concentragdo de 10000 pg.mL™ e 400 pg.mL™ respectivamente. O orificio da coluna 10
e 11 para o controle negativo da atividade inibitéria do diluente etanol e DMSO, utilizado
na preparagédo dos extratos. Na coluna 10, 100 pL de solu¢do de etanol a 10% foram
adicionados com 100 pL de caldo Mueller-Hinton e 5 yL do in6culo bacteriano e na
coluna 11, 100 pL de solugdo de DMSO a 2% foram adicionados com 100 pL de caldo
Mueller-Hinton e 5 pL do inéculo bacteriano. O orificio da coluna 12 para controle
positivo ou de viabilidade, receberam 100 puL de caldo Mueller-Hinton e 5 uL do inéculo
bacteriano.

As microplacas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35 °C por 16 a 20
horas. Decorrido este intervalo de tempo foram acrescidos 20 pL de solu¢do aquosa de
TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5% e as microplacas reincubadas por trés horas
a 35 °C. Apéds esta incubacgdo foi realizada a leitura dos resultados. A presenca de
coloragao vermelha nos orificios foi interpretada como prova negativa de efeito inibitério
do extrato ou fragdo vegetal, enquanto que a auséncia da coloragdo vermelha foi
considerada prova positiva da acao inibitéria do extrato ou fragdo vegetal. Cada teste foi
realizado em duplicata.

3.12 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA
3.12.1 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar machos (180

a 230 g) e camundongos Swiss machos (25 a 35 g), provenientes do Biotério do Setor
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de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana (UFPR). Os ratos foram
mantidos em sala de aclimatagdo do Laboratério de Dor do Departamento de
Farmacologia da UFPR e os camundongos no préprio biotério, em temperatura
constante (23 + 2 °C), com umidade relativa do ar entre 30% e 70%, ciclo claro-escuro
de 12 horas e tratados com agua e racao ad libitum. Os animais foram retirados da sala
de aclimatacdo e mantidos no laboratério de experimentacdo para adaptagdo por um
periodo de pelo menos 1 h antes do inicio dos experimentos e foram utilizados somente
uma vez em cada teste, os quais foram realizados entre as 8 e 17 horas.

Ratos foram utilizados nos experimentos de avaliacdo da nocicepg¢ao induzida
por formalina, teste da placa quente, avaliacdo da atividade anti-inflamatéria e campo
aberto. Os camundongos foram utilizados no ensaio das contorgcbes abdominais
induzidas pelo acido acético.

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
orientagdes para os cuidados com animais de laboratério com os protocolos aprovados
pelo Comité de Etica do Uso de Animais (CEUA) da UFPR sob n® 711 (ANEXO 1). O
namero de animais e a intensidade do estimulo nocivo foram os minimos necessarios
para demonstrar os efeitos do extrato, seguindo o principio dos 3 Rs (replace,
reduction, refinement) de Russel e Burch (1992).

3.12.2 Grupos experimentais

Para avaliacdo da atividade antinociceptiva, edema de pata induzido por
carragenina e campo aberto os animais foram divididos em quatro grupos (n=8). Os
animais foram tratados com o extrato bruto etandlico obtido das folhas da Bauhinia
ungulata nas doses de 3 (Grupo 1), 9 (Grupo 2) e 27 mg/Kg (Grupo 3) e veiculo (Grupo
4 / controle negativo). Para a avaliacdo da atividade da mieloperoxidase e anadlise
histolégica os animais foram divididos em 6 grupos (n=5), tratados com as doses do
extrato de 3 (Grupo 1), 9 (Grupo 2) e 27 mg/Kg (Grupo 3), veiculo (Grupo 4), nenhum
tratamento / controle negativo/NAIVE (Grupo 5) e dexametasona 30mg/Kg (Grupo 6).



74

Para preparo das solugdes do extrato e controles foi utilizado salina (NaCl 0,9
%) e Tween 80 (1gota/mL) e os animais tratados com volume equivalente 1mL/Kg. O
extrato nas doses utilizadas, veiculo e controle positivo foram administrados por injecao
intraperitoneal (i.p.) na regido central do quadrante inferior direito do animal trinta
minutos antes de cada experimento.

3.12.3 Avaliagéo da atividade antinociceptiva
3.12.3.1 Nocicepcéao induzida por formalina

Ratos dos grupos Grupos 1, 2, 3 e 4 foram tratados com o extrato e com o
veiculo, e colocados individualmente sob funil de vidro invertido com espelho ao fundo
por 30 minutos para ambientagdo. Em seguida receberam 50 ul de formalina 2,5% no
dorso da pata posterior direita. O numero de elevagdo das patas (flinches) foram
contados em um periodo de 60 minutos e agrupados em duas fases, sendo a 12 fase
correspondendo ao numero de elevagdes que ocorreram no intervalo de 0 - 5 minutos e
a 22 fase no intervalo de 15 - 60 minutos. E um modelo bifasico, pois avalia duas fases
de sensibilidade dolorosa, sendo a analgesia observada na primeira fase relacionada a
dor de origem neurogénica e na segunda relacionada a dor de origem inflamatéria
(HUNSKAAR et al., 1985).

3.12.3.2 Contorgbes abdominais induzidas pelo 4cido acético

O teste de contorgbes abdominais em camundongos foi realizado de acordo
com Koster et al. (1959). As doses de extrato utilizadas para os camundongos foram
calculadas por extrapolagdo alométrica a partir das doses utilizadas para os ratos dos
Grupos 1, 2 e 3 de acordo com Pachaly e Brito (2001). No método de extrapolacao

linear, usa-se uma dose que ja foi estabelecida em uma espécie para aplicagdo em
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outras espécies diferentes (FREITAS; CARREGARO, 2013). As doses do extrato
utilizadas foram 4,8 (Grupo 1); 13,8 (Grupo 2) e 43,3 mg/Kg (Grupo 3). Apds 30 minutos
da administragao do extrato e veiculo, o acido acético 0,6% na dose de 10 mL/kg foi
administrado por via intraperitoneal na regiao central do quadrante inferior esquerdo do
animal. O numero de contorcées abdominais foi anotado a cada 5 minutos, até 30
minutos apds a administracao do acido acético.

3.12.3.3 Teste da placa quente

Ratos dos grupos Grupos 1, 2, 3 e 4 foram colocados individualmente em uma
placa quente com temperatura constante de 52,5 + 1 °C. O tempo (s) que cada animal
levou para retirar uma pata traseira da placa de aluminio (tempo de laténcia) foi
cronometrado (LAPA et al.,, 2008). Ap6s a obtencdo de dois valores basais (com
intervalos de 30 minutos), os grupos receberam as doses do extrato e veiculo. Foram
realizadas medidas repetidas 30 minutos apds o tratamento, sendo 30 segundos
(tempo de corte) o tempo maximo que o animal foi mantido na placa para se evitar

danos as patas.

3.12.4 Avaliagao da atividade anti-inflamatéria

3.12.4.1 Edema de Pata Induzido por Carragenina

Para avaliagdo do edema de pata induzido por carragenina foi realizada uma
medida basal da expessura das patas (direita e esquerda) dos ratos dos grupos Grupos
1, 2, 3 e 4 antes do inicio do experimento, com o auxilio de um paquimetro. Trinta
minutos apds o tratamento com o extrato e veiculo, foi induzido o edema de pata pela
injecédo de 0,1 mL de carragenina (1% p/v) em salina estéril, administradas na regiao

subplantar da pata direita de ratos. Na pata esquerda, usada como controle, foi injetado
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0,1 mL de salina estéril (FRACASSO et al., 1996). Registros subsequentes dos volumes
das patas direita e esquerda foram realizados uma, duas, trés e quatro horas apds as

injegdes de carragenina e salina, e foram comparados com as leituras iniciais.

3.12.4.2 Medida da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e Analise
histolégica

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), utilizada como indicativo da
presenca de leucécitos polimorfonucleares, foi avaliada utilizando-se a metodologia de
Bradley et al. (1982) modificada por De Young et al. (1989). Para realizacdo deste
experimento, os animais foram tratados com as doses do extrato de 3 (Grupo 1), 9
(Grupo 2) e 27 mg/Kg (Grupo 3), veiculo (Grupo 4) e dexametasona 30mg/Kg (Grupo
6). Meia hora ap6s o tratamento foi induzido o edema de pata como descrito no método
anterior (3.12.4.1). Animais do Grupo 5 nao receberam nenhum tratamento e nem
inducdo do edema. Amostras de tecido (circulos de 6 mm) das patas dos ratos foram
retiradas 24 horas apds a indugdo do edema, pesadas e adicionadas a 1,5 mL de
tampéo fosfato de s6dio 80 mM (pH 5,4), contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamonio
(HTBA) e homogeneizadas. As amostras (1,5 mL) foram colocadas em microtubos e
centrifugadas a 12.000 rpm a 4 °C por 20 min. Triplicatas de 30 pyL do sobrenadante
foram colocadas em placas de 96 pocos, onde posteriormente foram adicionados 200
uL de uma mistura contendo 100 pL de tampao fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4), 85 pL
de PBS 0,22 M (pH 5,4) e 15 uL de peréxido de hidrogénio 0,017% em cada poco. A
reacao foi iniciada pela adicao de 20 pL de tetrametilbenzidina HCL (TMB) 18,4 Mm,
dissolvida em uma solugao aquosa de dimetilformamida a 8%. Posteriormente, a placa
foi incubada a 37 °C por 3 minutos, passado este periodo foi adicionando 30 pL de
acetato de sédio 1,46 M (pH 3,0) em cada pocgo para interromper a reacao. A atividade
enzimatica foi determinada colorimetricamente usando leitor de placas (Bio-Tek Ultra
Microplate reader EL 808) com leitura da absorbéncia em 620 nm, sendo expressa em

mDO/bidpsia.
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Para a analise histolégica as amostras das patas dos ratos submetidos ao
modelo de edema de pata induzida pela carragenina, foram fixadas em solugdo ALFAC
(alcool 80%, formol 40% e acido acético glacial) por um periodo de 16 horas, sendo em
seguida conservadas em alcool 70%. As patas foram posteriormente desidratadas,
emblocadas em parafina, seccionadas em cortes de 5 ym em um micré6tomo e coradas
com hematoxilina e eosina. A infiltragcao de leucocitos, edema e espessura da epiderme
foram avaliadas em areas representativas com aumento de 400x. A quantificacdo das
células presentes foi realizada através da contagem por campo com aumento de 400x,
sendo analisados 7 campos de 4 cortes histologicos distintos.

3.12.5 Efeito do extrato sobre a atividade locomotora

O desempenho motor dos animais foi avaliado no aparato de campo aberto
(open field), que consiste de uma arena de madeira retangular (50 cm de comprimento,
40 cm de largura e 50 cm de altura), pintada de branco com o assoalho dividido em 9
secbes. No presente trabalho avaliou-se uma possivel atividade do extrato sobre o
sistema motor. Os animais foram tratados com o extrato ou veiculo meia hora antes do
teste. Apos este periodo foram colocados individualmente no centro da arena e
observados (filmados) por um periodo de 5 minutos. Anotou-se o numero de vezes com
que cada animal invadiu com as quatro patas uma das divisées (quadrado) do chao da
arena (ambulagao, passando pelas paredes) denominada frequéncia de locomog¢ao ou
numero de cruzamentos. Este teste é baseado na metodologia descrita por Sielgel
(1946) e validado por Archer (1973) e um resultado negativo demostra que a substancia
analisada ndo é capaz de alterar a coordenagao motora (OLIVEIRA et al., 2008).

3.12.6 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média = erro padrdo das médias. As
diferencas entre as médias foram determinadas através da analise de variancia de uma
via (ANOVA), seguida do teste Newman Keuls. As analises foram realizadas usando
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GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). Valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.

3.13 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA SOBRE NEUTROFILOS HUMANOS

Este ensaio foi realizado apés aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
UFPR do projeto intitulado “Estudo de produtos naturais sobre a funcao dos neutréfilos
humano sob registro CEP/SD 1033.158.10.11/ CAAE 0090.0.091.000-10 (ANEXO 2).
Para avaliar a atividade sobre neutréfilos foram utilizado os compostos isolados da FAE
(astilbina, quercetina, engeletina, afzelina e canferol). Para este ensaio utilizou-se
técnica adaptada e modificada de Park, Fikrig e Smithwick (1968), Park e Good (1970),
Levinsky et al. (1983), Markert, Andrews e Babior (1984) e Abreu et al. (2009).

A partir de 1 mg de amostras dos compostos isolados foram preparadas
solucdes 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 yg.mL™". Laminas contendo 50 uL destas solucdes, de
controle positivo PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) e controles negativos contendo
neutréfilos humanos com e sem tratamento com o NBT (azul p-Nitrotetrazélio) foram
preparadas 48 horas antes da realizacdo do experimento e secas em temperatura
ambiente.

O ensaio iniciou-se com a adicao de 3 mL de sangue humano (coletado no dia
do ensaio com EDTA) em 36 mL de &gua destilada com homogeneizacdo por 30
segundos. Em seguida, foram adicionados 12 mL de tampao PBS (salina tamponada
com fosfatos, pH 7,2) concentrado 4 vezes com nova homogeneizagao (15 segundos) e
posterior centrifugacdo (10 min/2000 rpm). O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspenso em 3 mL de PBS normal. Em um tubo cdnico, contendo 3 mL
de uma mistura de polissacarideos neutros hidrofilicos de alta densidade (Ficoll-
Hypaque®), o sedimento ressuspenso foi adicionado e centrifugado (25 min/1500 rpm).
O sobrenadante foi retirado e o sedimento ressuspenso novamente em 3 mL de PBS
normal. Nova centrifugagdo (10 min/2000 rpm) foi realizada e o sobrenadante
desprezado e o sedimento ressuspenso em PBS. A suspensédo de células em PBS foi
adicionada nas laminas previamente preparadas, e incubada (20 min/37 °C) em camara
umida. Apds incubacgao, as placas foram lavadas com PBS normal e adicionado NBT
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(excegdo da lamina controle negativo), e incubadas (15 min/37 °C) em camara (mida.
As laminas foram lavadas novamente com PBS normal e secas a temperatura ambiente
e posteriormente coradas com safranina. Apés o preparo, as laminas foram examinadas
ao microscépio, e a presenca de granulos azuis no interior de todos os neutréfilos foi
considerada como ativagdo. A amostra foi considerada ativadora de neutréfilos somente
apoés apresentar resultado positivo em cinco ensaios distintos.

3.14 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR REDUGAO DO MTT

Neste ensaio foi verificado a atividade citotdéxica dos compostos isolados da
FAE (astilbina, quercetina, engeletina e canferol) por meio de experimentos in vitro,
utilizando a linhagem celular SiHa (ATCC® HTB35™/Neoplasia de cérvice uterina
escamosa humana com genoma de HPV16). Foi medida a viabilidade e profileragao
celular através da reducado do sal MTT tetrazélio {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazdlio]} (amarelo), por células metabolicamente ativas, no interior da
mitocondria a um produto chamado formazam (purpura) quantificado por
espectrofotometria (MOSMANN, 1983).
Para o cultivo celular foi utilizado o meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina 100 U.mL™,
estreptomicina 100 pg.mL™" e anfotericina B 0,25 pug.mL™. O cultivo ocorreu em frascos
de cultura de células, em ambiente estéril, a 37°C, sob atmosfera com 5% de CO.. As
células foram mantidas nas condicdes de cultivo até a concentracdo de 1x10°
células.mL™, colhidas com solucéo de tripsina 0,5% em solugdo salina de Hanks, para o
plagueamento, 24 horas antes dos ensaios.
A suspensao foi distribuida em uma placa de 96 pocos plaqueada em 100 pL
por poco. Foram mantidos pocos sem células, apenas com o meio de cultura (branco) e
pogcos controle negativo (sem tratamento), positivo e veiculo (DMSO 0,5%). O
plagueamento foi realizado em triplicata para cada concentragdo dos compostos

isolados utilizados e controles, mantido por 24 hrs para aderir no pogo.
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Apo6s esta etapa inicial, o meio de cultura foi retirado (com pipeta) e os
compostos isolados, nas concentracdes de 3,125; 12,5; 25 e 50 ug.mL™", diluidos em
meio de cultura sem soro, foram adicionados aos pog¢os (100 uL por poco) e
posteriormente incubados a 37 °C em incubadora a 5% de CO,, por um periodo de 24
hrs.

Apds o periodo de incubagao, o meio de cultura foi removido (lavado com PBS
200 pL/poco) e adicionou-se aos pogos 100 pL do corante MTT (5 mg.mL™") e as células
foram novamente incubadas ao abrigo da luz a 37 °C (em incubadora a 5% de CO.) por
3 hrs. Em seguida, removeu-se a solugdo de MTT dos pogos e solubilizou-se os cristais
roxos de formazam formados com adicdo de 100 uL de isopropanol acidificado (1 pL de
HCI concentrado a cada 1 mL de isopropanol) por poco.

A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro (BIORAD®) de placas a
570 nm, com agitagédo prévia das placas por 300 segundos (5 min) antes de cada leitura
para solubilizar os cristais e homegeneizar a cor. Determinou-se a média das replicatas
de cada concentragédo e calculou-se a porcentagem de células viaveis em relacdo ao

controle negativo através da férmula abaixo:

(média absorbéancia do teste - média absorbancia do branco)

% de células vivas _ %100

em relagao ao
controle negativo

(média absorbancia do controle negativo — média absorbancia do branco)

Os resultados foram apresentados como média + erro padréao da média (SEM).
Para avaliagao da citotoxicidade buscou-se encontrar a concentracao capaz de induzir
morte celular em no minimo 50% das células (Clsg) no tratamento de 24 horas
(SUFFNESS; PEZZUTO, 2009). Cada ensaio foi acompanhado por um controle positivo
doxorrubicina 50 g.mL™" e controle negativo por células nio tratadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARAMETROS FARMACOPEICOS

4.1.1 Determinacao de agua

Apoés andlise verificou-se que o material vegetal utilizado no estudo apresentou
um teor de agua de 9,93% * 0,02. O teor maximo de umidade estabelecido nas
diferentes farmacopeias varia entre 8 e 14%, com poucas excec¢des especificadas em
monografias (BRASIL, 2010). A presenca de agua (umidade) em matéria prima vegetal
permite a acdo de enzimas, podendo acarretar a degradacdo dos constituintes
quimicos, além de possibilitar o desenvolvimento de fungos e bactérias (FARIAS, 2003).
O material vegetal utilizado no estudo apresenta teor de agua dentro da faixa
recomendada, condigdes pouco provaveis para permitir a acdo enzimatica bem como
desenvolvimento de fungos e bactérias.

O teor de agua ou umidade € importante para o conhecimento basico, podendo
ser utilizado como parametro para o controle de qualidade vegetal, possibilitando a
segurangca para analises posteriores, na preparacdo de extratos, rendimento e
identificacdo dos constituintes (FARIAS, 2003) e controle microbioldégico para o
armazenamento (FORD; TIMMINS, 1989).

4.1.2 Determinacao de cinzas totais

Apobs andlise verificou-se que o material vegetal utilizado no estudo apresentou
teor de 4,33 £ 0,2 de cinzas.

O material vegetal é produto organico e apresenta componentes de matéria
inorganica representados por carbonatos, fosfatos, cloretos e 6xidos de: silicio,
magnésio, calcio, potassio, aluminio, ferro e s6dio. Esse componente inorganico proprio
da constituicao da droga vegetal € denominado de intrinseco e difere do componente

inorganico de origem externa, por exemplo, areia, pedra, gesso e terra. Podem ser
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originarios de mas preparacgdes, falsificacdes ou caracteristicos de manejo inadequado
e até mesmo adultera¢des para influenciar no peso final.

A determinacdo do teor de cinzas permite a verificacdo de impurezas
inorganicas nao volateis que podem estar presentes como contaminantes no material
vegetal (FARIAS, 2003). E representado pela soma de material inorganico integrante da
espécie (cinzas intrinsecas) com as substancias aderentes de origem terrosa (cinzas
extrinsecas) (BRAGA et al., 2007). Nao foi localizado na Farmacopeia Brasileira
informacdes sobre o limite maximo de cinzas para a espécie, porém o resultado da
determinagdo de cinzas totais apresenta-se abaixo de 14%, conforme os limites

estabelecidos nas monografias de diversas drogas vegetais descritas.

4.2 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

Resultados obtidos a partir das analises fitoquimicas de carater qualitativo para
o material vegetal constituido por folhas de Bauhinia ungulata L. podem ser
visualizadas nas TABELAS 5 e 6.

Algumas classes de substancias podem ser caracterizadas diretamente em
tecidos vegetais, porém, na maioria das vezes € necessario a extragdo de um
determinado grupo de compostos com solvente adequado, e entdo caracteriza-lo.
Geralmente essa caracterizagdo é realizada pelo emprego de reagdes quimicas que
resultam no desenvolvimento de coloragdo e/ou precipitacdo caracteristicos
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2003).

Com relacdo a metodologia utilizada, as reagdes qualitativas para
caracterizacdo de alcaldéides baseiam-se na formagdo de complexos insollveis
(precipitados). Na avaliagdo quanto a presenca de alcaloides a amostra da planta seca
demonstrou positividade para o teste, ocorrendo o aparecimento de precipitado de cor
laranja avermelhado para o reagente de Dragendorff que constitui uma solucao de iodo
bismutado de potassio K(Bils)) em acido diluido que forma precipitados laranja
avermelhados quando em contato com alcaloides e compostos nitrogenados.
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TABELA 5 - RESULTADOS DOS ENSAIOS FITOQUIMICOS PARA AS FRAGOES DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO 20% OBTIDO A PARTIR DAS FOLHAS DE Bauhinia ungulata L.

. AMOSTRA
METABOLITOS FH FCL FAE FR
VEGETAIS
Alcaloides Reativo - - - -
Mayer
Reativo - + + +
Dragendorff
Reativo - - - -
Bouchardat
Reativo - - - -
Bertrand
Leucoantocianidinas + - + ;
Flavonoides Heterosideos - - + -
flavonicos
Oxalico- - + + -
Borico
Cumarinas tubo - - - -
papel - - - -
Heterosideos + - - .
Antraquinonicos
Esteroides/Triterpenos  Liebermann- cor cor cor cor
Burchard amarelo rosa amarelo verde

Keller Kelliani - - - R

Legenda: (+) positivo; (-) negativo. FH=Fragao Hexano, FCL=Fragao Cloroférmio, FAE=Fracao Acetato
de Etila, FR=Frac¢ao Hidroalcodlica Residual.

Como se trata de uma reagédo ndo especifica para alcaldides, resultados falso-
positivos podem ser comuns (SANTOS, 2003), portanto, o resultado é apenas
sugestivo. Quando a reagéao foi realizada utilizando outros reagentes para a deteccao
de alcalbides os resultados foram negativos. A presenca de alcaloides foi detectada em
outras plantas do género, de acordo com a literatura, como a B. candicans que contém
o alcaloide trigonelina (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002), e alcaloides B-carbolinicos
harmano e eleagnina ja foram identificados na B.ungulata (MAIA NETO, 2008).

Positividade ocorreu com a FAE e FR na pesquisa de leucoantocianidinas, em
que se observou o aparecimento de coloragdao vermelha.
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Resultados positivos foram demonstrados também através da coloracao
vermelha para a pesquisa de heterosideos flavénicos na fragdo acetato de etila da B.
ungulata e no aparecimento de coloragdo amarela fluorescente sob luz ultravioleta, no
teste que utiliza oxalico bodrico, para a fracdo hexano e fracdo acetato de etila,
sugerindo a presenca de flavondis. Estudos realizados com outras plantas do género
mostram a presenca de quercetina e quercitrina, exemplos de flavonéis observados na
B. purpurea e B. tomentosa, respectivamente (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002). Os
flavonoides sdo compostos encontrados no género Bauhinia e véarios estudos com
plantas do género reportam o isolamento e identificagdo de compostos pertencentes a
esta classe (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; REDDY et al., 2003; ESTRADA et al.,
2005; WU et al., 2009a).

Ocorreu a formacao de coloracdao vermelha com as fragdes hexano e fragao
acetato de etila quando realizada a pesquisa por heterosideos antraquinénicos,
sugerindo desta forma a presenca de naftoquinonas e/ou antraquinonas.

Para a pesquisa de esteroides/triterpenos foi observada a formacédo de
coloracdo amarela com as fracées hexano e acetato de etila, e este resultado indica a
possivel presenca de um composto que apresenta um grupamento metila no carbono
14 em sua férmula estrutural. Para a fracao cloroférmio foi observado a formagao de
coloracao rosa que possivelmente sugere a presenga de um composto que apresenta
na sua férmula estrutural uma fungéo carbonila na posicao 3 e dupla ligagéo entre os
carbonos 5 e 6. Para a fracao hidroalcodlica residual foi observado a formacao de
coloracdo verde que sugere também a presenga de um composto que apresenta na sua
férmula estrutural uma funcao carbonila na posicao 3 e dupla ligacao entre os carbonos
5 e 6 (MIGUEL, 2003). Esteroides sao uma classe de compostos quimicos encontrados
muito comumente em plantas do género pesquisadas. E o caso da B. candicans, B.
forficata, B. guianensis, B. manca, B. splendens, B.uruguayensis, B.vahlii, B. variegata.
Com relagéo aos triterpenos a literatura reporta a presenca na B.vahlii e B. variegata
(SILVA; CECHINEL FILHO, 2002).

A pesquisa utilizando o extrato aquoso (TABELA 6) obteve resultado negativo

para a presenga de heterosideos antocianicos. Para a presenca de heterosideos
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saponinicos o ensaio também demonstrou resultado negativo, pois ndo houve formacao

de espuma maior ou igual a um centimetro.

TABELA 6 - RESULTADOS DOS ENSAIOS FITOQUIMICOS COM O EXTRATO AQUOSO OBTIDO A
PARTIR DAS FOLHAS DE Bauhinia ungulata L.
ANALISE EXTRATO AQUOSO
Heterosideos antocianicos -
Heterosideos saponinicos
Heterosideos cianogénicos
Taninos hidrolisaveis

Taninos condensados +
Aminogrupos +
Acidos fixos +

Acidos volateis
Legenda: (+) positivo; (-) negativo.

Nao foi detectada a presenca de heterosideos cianogénicos no ensaio tendo
em vista a auséncia de coloragdo vermelha na tira de papel picro-sodico utilizado.

Na pesquisa de taninos nao foi observado a presenca de taninos hidrolisaveis e
polifendis, tendo em vista a nao ocorréncia de coloragdo azul e marrom
respectivamente, utilizando como reagente o cloreto férrico. Quando a busca foi pela
presenca de taninos condensados, o resultado foi considerado positivo tendo em vista
ocorréncia de coloragdo verde quando o residuo do papel de filtro foi lavado com
solugao de alcool 50% e gotejadas algumas gotas de KOH a 5%.

Na pesquisa de acidos volateis o valor do pH observado na fita foi superior a 7
sugerindo a auséncia destes compostos.

Na pesquisa de &cidos fixos houve formacdo de coloragdo marrom quando o
reativo de Nessler foi gotejado sobre uma das manchas do residuo amoniacal do
extrato em tira de papel de filtro, conferindo positividade ao teste e sugerindo a
presenca de acidos fixos.

Os ensaios fitoquimicos preliminares foram realizados com o objetivo de
servirem de guia para o isolamento de substancias, informando quais sdo os principais
grupos de metabdlitos presentes na amostra. Os resultados obtidos coincidem com a
composicdo da familia descrita na literatura, com a presenca principalmente de

alcaloides, flavonoides, esteroides e triterpenos. A partir destes ensaios foi possivel
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estabelecer estratégias para a obtencdo de compostos isolados pertencentes a
determinados grupamentos quimicos, principalmente os flavonoides.

Com relagdo ao teor de residuo sélido o resultado obtido foi de 25,95 g%. A
obtencdo de Solidos Totais ou Matéria Seca é realizada para se interpretar
quantitativamente a presenca total de matéria que ndo seja agua, em uma amostra,
seja na forma de substancias dissolvidas, coloidais ou em suspensao. O teor de sélidos
totais e da matéria seca € obtido pela pesagem do residuo da evaporacdo de uma
amostra, que corresponde ao residuo da desidratacdo da amostra e é utilizado para
calcular a quantidade de amostra para os ensaios sem a presencga de agua.

4.3 OBTENGAO DO EXTRATO ETANOLICO

A TABELA 7 ilustra a quantidade de extrato etandlico obtido a partir do material

vegetal utilizado e seu rendimento.

TABELA 7 — RENDIMENTO DO EXTRATO DAS FOLHAS DE Bauhinia ungulata L.

Planta Seca (g) Extrato etandlico Rendimento planta seca (%)

(9)
1.500 400 26,66

Das 400 g de extrato obtidos, 50 g foram utilizados para a realizagdo dos
ensaios bioldgicos, e o restante, 350 g foram destinado ao fracionamento.

4.4 FRACIONAMENTO, ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DOS COMPOSTOS

4.4.1 Fracionamento do Extrato Bruto Etandlico de Bauhinia ungulata

O extrato bruto etandlico (350 g) foi submetido a particdo liquido/liquido com

solventes de polaridade crescente obtendo-se as fragdes denominadas fragdo hexano
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(FH), fracado cloroférmica (FCI), fracao acetato de etila (FAE) e a fracao residual foi
denominada fracao hidroalcodlica residual (FR).

Do fracionamento deste extrato foram obtidas as fragbes com o0s seguintes
rendimentos: FH (10,2150 g), FCI (15,1545 g), FAE (10,3138 g) e FR (13,1780 g). Os
rendimentos em gamas e em porcentagem sdo demonstrados na TABELA 8.

TABELA 8 — RENDIMENTO DAS FRACOES OBTIDAS DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE
Bauhinia ungulata L.

FRACAO RENDIMENTO (g) RENDIMENTO (%)
Hexanica 10,2150 26,49
Cloroférmica 15,1545 39,31
Acetato de etila 10,3138 26,75
Residual 13,1780 34,18
TOTAL 38,5475

4.4.2 Isolamento dos compostos da FAE

Com a realizagdo da cromatografia em coluna com a FAE foram recolhidos 49
frascos contendo aproximadamente 10 ml de eluato que foram levados a secura em
temperatura ambiente para cristalizagdo dos compostos. Os frascos de numero 15 a 37
(3,67 g) foram reunidos, tendo em vista apresentarem mesmo perfil cromatografico por
analise em placas de CCDs e CLAE.

O método cromatografico para obtengdo do perfil dos constituintes na CLAE
consistiu de uma corrida empregando-se 0 seguinte gradiente: 0 a 15 minutos com fase
acida:acetonitrila (98:2) (V/V); 15 a 20 minutos fase acida:acetonitrila (69:31) (V/V); 20 a
21 minutos fase acida:acetonitrila (60:40) (V/V); 21 a 35 minutos fase acida:acetonitrila
(98:2) (V/V); com fluxo de 1mL/ min e injecdo de 20 uL. A fase &cida foi composta por
solucao de acido sulfurico 0,02 N e acido fosférico 0,2 %.

O cromatograma analitico, utilizado para monitorar o perfil dos compostos, foi
obtido em 300 nm e estd apresentado na FIGURA 9, sendo possivel verificar a

presenca de 6 picos.
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FIGURA 9 — CROMATOGRAMA OBTIDO A PARTIR DA FRAGAO ACETATO DE
ETILA COM A REUNIAO DOS FRASCOS 15-37 DA CROMATOGRAFIA DE
COLUNA EM 300 nm

A partir do cromatograma analitico partiu-se para o isolamento dos compostos
presentes na amostra utilizando a CLAE em condiges semi-preparativas com 0 mesmo
gradiente anterior. Foi utilizado 1,0 g da amostra solubilizada em 20 mL de metanol. Os
compostos foram recolhidos separadamente apds injecées de 100 uL da amostra.
Foram realizadas 90 injegcbes, e os conteudos finais da coleta foram submetidos a
extracdo em funil de separacao (para retirada da fase aquosa acida) utilizando acetato
de etila como solvente extrator. O solvente foi entdo evaporando em banho maria para
obtencédo dos compostos isolados.

Os compostos isolados foram denominados como BAU1 (composto 1), BAU2
(composto 2), BAU4 (composto 4), BAUS (composto 5) e BAU6 (composto 6). No frasco
contendo o composto denominado BAU3 (composto 3), apds a evaporacao do solvente,
foi observado o aparecimento de depdsito de cor amarelada no fundo, e nas paredes
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depodsito de coloracao alaranjada. Estes depositos foram separados (limpeza das
paredes com um algodao embebido em metanol), e denominados BAU3A (fundo do
frasco) e BAU3AT1 (paredes do frasco).

De acordo com o cromatograma da FIGURA 9, BAU1 foi coletado no tempo
18,20 minutos, BAU2 no tempo 18,95 minutos, BAU3 (BAU3A e BAU3A1) em 19,95
minutos, BAU4 em 21,0 minutos, BAU5 em 22,01 minutos e BAU6 em 23,8 minutos da
corrida.

O conteudo sélido dos frascos que correspondem aos compostos isolados

foram pesados obtendo os rendimentos descritos na TABELA 9.

TABELA 9 — RENDIMENTO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DA FAE OBTIDA DAS FOLHAS DE
Bauhinia ungulata

COMPOSTO ISOLADO PESO (mg) RENDIMENTO (%)
BAU1 2,1 0,46
BAU2 43,4 9,64
BAU3A 21,1 4,70
BAU3A1 18,5 4,11
BAU4 20,1 4,47
BAU5 4,3 4,56
BAU6 6,3 1,40

Nota: rendimento considerando 450 mg de amostra relativos a quantidade de 90 injegbes

4.4.3 |dentificacao dos compostos da FAE

Os compostos identificados foram BAU2, BAU3A, BAU4, BAUS e BAUG.

4.4.3.1 |dentificacao estrutural de BAU2

A analise foi realizada a partir do espectro de ressonancia magnética nuclear de
'H obtido a uma frequéncia de 200,13 MHz (FIGURA 10) e do espectro de RMN de '3C
na frequéncia de 50,32 MHz (FIGURA 11).
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FIGURA 10 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (200,13 MHz, CD;OD) DO COMPOSTO BAU2
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A amostra encontra-se em mistura e a identificacao do composto majoritario foi
feita por comparagdo (TABELA 10) dos dados de RMN de 'H e C obtidos com o
composto BAU2 com aqueles descritos por Huang et al. (2011a) para o flavondide
astilbina (3-O-a-ramnosideo de taxifolina ou diidroquercetina-3-O-a-ramnosideo). A
FIGURA 12 ilustra a estrutura quimica da astilbina.

H ©OHQ
FIGURA 12 — ESTRUTURA QUIMICA DA ASTILBINA

Pode-se observar no espectro de 'H (FIGURA 10) a presenca de dois dubletos
centrados em & 5,09 (J=10,6 Hz; H-2), & 4,60 (J=10,6 Hz; H-3) os quais foram
atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-3, respectivamente. A constante de acoplamento
apresentada por estes dois dubletos (J= 10,6 Hz) sugere um acoplamento do tipo trans.
As constantes de acoplamento dos dubletos em & 5,90 (J=2,1 Hz; H-6), 6 5,92 (J=2,1
Hz; H-8) indicam que estes dois hidrogénios estdo acoplando em meta e ligados aos
carbonos 6 e 8 da estrutura do diidroflavonoide. Os sinais em & 6,96 (d; J= 1,4 Hz; H-
2’), 66,82 (m; H-5’) e 8 H 6,82 (m; H-6) corroboram o padrao 1,3,4 — tri-substituido para
o anel B, o valor dos deslocamentos quimicos dos trés hidrogénios comprova a
presenca de OH nas posicoes 3’ e 4'.



TABELA 10 - COMPARAGAO DOS ESPECTROS DE RMN DE '°C E 'H (50,32 MHZ, 200,13 MHZ,
CD;0D) DO COMPOSTO BAU2 COM OS ENCONTRADOS NA LITERATURA PARA ASTILBINA
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Posicilo RMNde °C  RMNde RMN de 'H RMN de 'H* BAU2
3C* BAU2
Literatura® Literatura®
2 83,96 83,96 5,08 (1H, d, J=10,8 Hz) 5,09 (1H, d, J=10,6 Hz)
3 78,56 78,60 4,58 (1H, d, J=10,4 Hz) 4,6 (1H, d, J=10,6 Hz)
4 196,00 196,01
5 165,52 165,50
6 97,37 97,42 5,89 (1H, d, J=2,0 Hz) 5,90 (1H, d, J=2,1 Hz)
7 168,62 168,55
8 96,25 96,30 5,91 (1H, d, J=2,0 Hz) 5,91 (1H, d, J=2,1 Hz)
9 164,11 164,10
10 102,48 102,53
17 129,18 129,16
2’ 116,3 116,37 6,95 (1H, d, J=1,6 Hz) 6,96 (1H, d, J=1,4 Hz)
3 146,54 146,55
4 147,38 147,39
5’ 115,46 115,53 6,85 (1H, m) 6,82 (1H, m)
6’ 120,48 120,54 6,85 (1H, m) 6,82 (1H, m)
17 102,14 102,16 4,04 (1H, d, J=1,6 Hz) 4,04 (1H, d, J=1,7 Hz)
2" 71,77 71,80 4,28 (1H, m) 4,26 (1H, m)
3" 72,15 72,20 3,67 (1H, dd, J=9,6; 3,2 3,67 (1H, dd, J=9,4; 3,2)
Hz) Hz)
4 73,79 73,85 3,53 (1H, dd, J=3,2; 1,6 Hz) 3,54 (1H, dd, J=3,2 ;1,6
Hz)
5 70,50 70,54 3,32 (s) 3,35 (sl)
6" 17,85 17,88 1,18 (3H, d, J=6,0 Hz) 1,18 (3H, d, J=6,2 Hz)

* HUANG et al. (2011a). CD3;OD (metanol deuterado). Valores sdo dados em ppm relativos ao sinal do

TMS como padréo interno. NUmeros em paréntese demonstram constantes de acoplamento (J) em Hertz
(Hz). Sinais: s=simpleto, d=dubleto, dd=duplo dubleto, m=multipleto
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Devido a presenca de sinais na regiao entre & 3,35 e 0 4,26 ppm é possivel
afirmar que trata-se de flavonoide glicosideo, pois esta regido é caracteristica de
acucares. O acgucar ligado foi identificado como ramnose pela presenca do préton em
1,18 do grupo metila (d; J=6,2 Hz; H-6"), tipico desta molécula (LU, FOO, 1999). O sinal
em & 4,04 (d; J=1,7; H-1”) indica que trata-se de um a glicosideo (DU, LI, JERZ, 2005).

O espectro de RMN de *C (FIGURA 11) apresentou 21 sinais dos quais pode-
se destacar o sinal da carbonila em C-4 em & 196 além de 5 sinais de carbono sp?
oxigenados em & 168,5; 165,5; 164,1; 147,4 e 146,5 atribuidos aos C-7, C-5; C-9; C-4’e
C-3’respectivamente. O espectro apresentou também um conjunto de sinais na regiao
de d 70-85 caracteristico de glicosideos, além de um sinal em & 102,1 caracteristico do
carbono anomérico em C-1"". O sinal em & 17,88 € atribuido ao carbono metilico C-6”
que que permitiram caracterizar, junto com 0s sinais anteriores, a unidade monosidica
como sendo uma ramnose (REGASINI et al., 2008)

Este é o primeiro relato da presenca deste composto nas folhas de B. ungulata.
A astilbina, em mistura, apresentou coloragdo amarelada e possui formula molecular
C21H2201; € massa molar de 450,39 g/mol. E um diidroflavonol ja detectado no mesmo
género, nas folhas de B.megalandra (ESTRADA et al., 2005) e B. aurea (SHANG et al.,
2007).

A astilbina foi detectada em outros géneros e espécies como, por exemplo, na
Smilax spp. (ZHANG et al., 2012) na Hymenaea martiana (jatoba) (CARNEIRO et al.,
1993) Engelhardia roxburghiana (HUANG et al., 2011b), Engelhardia chrysoleois
(MOTOYASHIKI et al., 1998), na casca do caule de Flindersia australis (REISCH,
HUSSAIN, MESTER, 1984), Hypericum perforatum (TATSIS et al., 2007), género
Eperua aublet (LEANDRO; VEIGA JUNIOR, 2012), rizoma da Smilax glabra Roxb
(CHEN et al., 2007; ZHANG et al., 2013a), Bafodeya benna (XU et al., 2011), Andira
anthelmia (DA SILVA et al., 2007), Andira fraxinifolia (DA SILVA et al., 2006), Pterogyne
nitens (REGASINI et al., 2008a), Licania pittieri (ESTRADA et al.,2009), Heteropterys
aphrodisiaca (GALVAO et al., 2011), Harungana madagascariensis (MOULARI et al.,
2006), Heteropteris afrodisiaca (MARQUES et al., 2007) presente na uva e
consequentemente encontrada no vinho (LANDRAULT et al., 2002; GUEBAILIA et al.,
2006).
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E pouco absorvida por via oral, apresentando baixa biodisponibilidade (WANG
et al., 2009). Guo et al. (2007) demonstraram a presenca de um metabdlito ativo da
astilbina, identificado como 3’-O-metilastilbina apds incubacdo do composto com as
fracdes microssomal/citosélica hepatica de ratos, caracterizado por técnicas de
ressonancia magnética nuclear e espectroscopia de massas. Este metabdlito ativo
também foi detectado no sangue e na urina dos animais apds a administracdo da
astilbina por via oral.

Como potencial farmacoldgico apresenta atividades imunossupressora (GUO et
al., 2007), antioxidante (HARAGUCHI et al., 1996), inseticida (PEREIRA et al., 2002),
antibacteriana (MOULARI et al., 2007), anti-hiperuricémica e nefroprotetora (CHEN et
al., 2011a) antinociceptiva e antiedematogénica (CECHINEL-FILHO et al., 2000).

Diao et al. (2014) demonstraram em um estudo realizado com ratos que a
astilbina € capaz de proteger a fungdo miocardica da isquemia e reperfusao (I/R) nos
estagios iniciais do diabetes induzido por estreptozotocina. Este flavonoide foi capaz de
diminuir o volume da é&rea infartada, melhorar a hemodinamica e aliviar o dano ao
miocardio. Estes efeitos estdo correlacionados com a reducdo dos niveis séricos de
fatores proé-inflamatorios e reducao da proteina HMGB1 (High mobility group box 1) e
NFkB (fator nuclear Kappa B) fosforilado no tecido do miocardio dos ratos diabéticos, o
qual € um mecanismo potencial para o controle da resposta inflamatéria e aumento da
resisténcia a lesdo | / R na fase inicial da diabetes.

Lucas-Filho et al. (2010) observaram que a astilbina € capaz de promover uma
inibicdo da enzima conversora de angiotensina similar ao captopril, considerando a
mesma como uma molécula promissora para atividade anti-hipertensiva.

Zou et al. (2010) demonstraram uma agao inibitéria dose dependente da
astilbbina em modelo de rejeicdo aguda de transplante cardiaco heteroredpico
vascularizado em camundongos. Estudos citolégicos comprovaram que astilbina inibiu a
proliferag@o e ativagao de células T assim como a morfologia e maturagao funcional de
células dendriticas sendo considerado pelos autores uma substancia promissora para a
terapia imunossupressora que pode apresentar menos efeitos colaterais.

Com relacao a atividade antioxidante Petacci et al. (2010) verificaram os efeitos

dose dependente da astilbina sobre a inibicdo da mieloperoxidase (MPO) e peroxidase
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horseradish (HRP), demonstrando ser um potente antioxidante e inibidor destas
enzimas.

A Astilbina apresentou potencia equivalente a quercetina, utilizada como
controle positivo, na inibicdo da formacado de produtos finais da glicacdo avangada
(AGEs) (WIRASATHIEN et al.,, 2007) que sao lipidios ou proteinas que se tornam
glicados apds a exposicdo a agucares oxidados e que atuam modificando proteinas
intracelulares relacionadas com a regulacao génica, interferindo na sinalizacao celular e
ainda estimulando a producao de citocinas inflamatérias. Este é um dos principais
mecanismos patogénicos responsaveis pelos danos celulares e teciduais relacionados
ao estresse oxidativo no diabetes além de suas complicagcbes como neuropatia
diabética, catarata, dano vascular entre outros (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2009).
Ainda no mesmo trabalho os autores testaram a atividade inibitéria deste flavondide
sobre enzima aldose redutase, enzima também associada com o desenvolvimento de
complicagbes do diabetes, e observaram uma poténcia cerca de 10 vezes menor do
que a quercetina (WIRASATHIEN et al., 2007).

A astilbina demonstrou apresentar forte atividade antibacteriana frente as
bactérias Gram negativas (Acinetobacter sp., Moraxella sp.) e as gram positivas
(Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis) testadas, e de acordo com os autores
esta atividade esta relacionada com a estrutura quimica deste composto, sendo
observado ser essencial a presenca de grupos na posicdo 3, 4-hidroxila de sua
estrutura, além de uma dihidroxilagcao nas posicoes 5 e 7, ja que as flavanonas que nao
apresentam estes grupo sao inativas (MOULARI et al., 2006).

Um estudo avaliou o efeito da astilbina sobre a liberagdo de insulina de ilhotas
de langherhans de ratos, e concluiu que ela ndo é agente que estimula a liberacao
(NGUYEN et al., 2012).

CINTRA et al. (2002) realizaram bioensaios com extratos metandlicos da
espécie D. mollis utilizando a antera contendo graos de pdlen, as inflorescéncias, os
pedunculos florais e os caules. Todos mostraram efeitos toxicos, e a partir destes
extratos foi possivel isolar a astilbina que quando avaliadas isoladamente apresentou

efeitos tdxicos semelhantes aos extratos. Foi verificado ainda que a substancia astilbina
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€ uma das principais componentes dos graos de pélen, sugerindo que ela seja uma das
responsaveis pela mortalidade de abelhas no periodo de floragdo dessas espécies.

Astilbina inibiu significativamente a dermatite de contato em orelha e dano
hepatico imunoldgico quando administrado durante a elicitacao (FEI, WU; XU, 2005)
(fase que ocorre apdés o contato com o hapteno em um individuo previamente
sensibilizado resultando na dermatite de contato alérgica), mas nado a sensibilizacdo na
hipersensibilidade tipo tardia. O mecanismo de acao inclui inducao seletiva da apoptose
no infiltrado hepatico de linfécitos T e células ativadas no baco, estimulagao da citocina
reguladora negativa interleucina-10 e supressado da adesdo de células T ativadas e
migragao celular (FEI; WU; XU, 2005; YI et al., 2008).

Este composto também preveniu o dano hepéatico no modelo induzido por
concanavalina através da reducdo da producao do fator de necrose tumoral (TNF-alfa)
e ativagao da adesdo de linfocitos T (WANG; ZHAO; XU, 2004). Esta atividade conduz
a menos efeitos colaterais do que outros imunossupressores seletivos ou nao seletivos
(CAIl; CHEN; XU, 2003a). O tratamento continuo com a astilbina ndo demonstrou
toxicidade em animais quando comparada a ciclosporina A que apresenta intensos
efeitos sobre a funcdo renal e doenga cardiovacular (CAl; CHEN; XU, 2003b). De
acordo com o autor, este flavondide pode apresentar vantagens interessantes do ponto
de vista clinico em relagao aos imunossupressores utilizados atualmente.

Um estudo avaliou o efeito da astilbina e engeletina sobre a producéo de PGE;
polissacarideo estimulada, por macrofagos murinos da linhagem RAW 264. O resultado
mostrou que o composto possui potente atividade inibitéria sobre a liberagdo de PGEy,
neste modelo, sugerindo desta forma efeito anti-inflamatério. Entretanto, quando
avaliadas em modelos de producao de 6xido nitrico, estes compostos ndo apresentarm
atividade (RUANGNOQO et al., 2012).

Galotta et al. (2008) avaliaram a atividade antioxidante da astilbina isolada de
Euterpe precatoria Mart. (agai), além de extratos e outros compostos isolados.
Observaram que a astilbina apresenta atividade antioxidante, mas que a mesma foi
inferior aos extratos, quercetina, catequinas, epicatequinas e BHT usado como controle.
De acordo com Burda e Oleszek (2001), essa menor atividade em comparagdo com
outros flavonoides pode ser explicada pela auséncia de dupla ligacao entre C2 e C3
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(anel C) além da presenca de um acucar (ramnose) na estutura que reduz a atividade
antioxidante.

Morena e Pérez (1999) observaram um efeito hepatoprotetor induzido pela
astilbina frente a um modelo animal tratado com tetracloreto de carbono observado por
uma diminuicdo dos niveis de lipoperoxidos da transaminase pirtvica e da fosfolipase
A2. Também foi observado que este flavondide é capaz de melhorar a funcao renal em
modelos de nefropatia diabética (LI et al., 2009), cicatrizagdo de feridas (KIMURA et al.,
2007) mas nao foi eficaz na redugdo dos niveis séricos de &cido Urico em ratos
(HUANG et al., 2011b).

Fanzone et al. (2010) analizaram uma variedade de uva chamada Malbec (Vitis
vinifera L.) utilizada no preparo de vinho e encontraram concentracdes de astilbina que
variam de 9,1 to 16,3 mg.L". J& Landrault et al. encontraram 15,13 mg.mL" na
variedade Egiodola, 11,61 mg.mL™ na Merlot, 8,24 mg.mL™" na Cabernet Sauvignon e
5,04 mg.mL™" para vinho branco varietal.

Astilbina mostrou significante efeito inibitério sobre a xantina oxidase in vitro
(XU et al., 2013), que € uma enzima que catalisa a oxidagdo da hipoxantina em xantina
e desta em acido Urico, causador da gota e hiperuricemia. Além disso, € considerada
uma das principais fontes biolégicas do anion superoxido, precursor de espécies
reativas importantes, como o radical hidroxil e o oxigénio singlete, os quais participam

da peroxidagéo lipidica.
4.4.3.2 |dentificacao estrutural de BAU3A
A analise do composto BAUSA foi realizada a partir do espectro de ressonancia

magnética nuclear 'H obtido a uma frequéncia de 400,13 MHz (FIGURA 13) e do
espectro de RMN de '3C na frequéncia de 100,61 MHz (FIGURA 14).
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A amostra encontra-se em mistura e a identificagdo do composto majoritario foi
feita por comparagdo (TABELA 11) dos dados de RMN de 'H e *C obtidos com o
composto BAU3 com aqueles descritos por Kalegari et al. (2011) para o flavonoide

quercetina, uma aglicona. A FIGURA 15 ilustra a estrutura quimica da quercetina.

FIGURA 15 — ESTRUTURA QUIMICA DA QUERCETINA

Observa-se no espectro de 'H dois dubletos 6,18 (d; J=2,1; H-6) e (d; J=2,1; H-
8), indicando o acoplamento em meta. Os sinais em & 7,73 (d; J= 2,2 Hz; H-2’), 6 6,88
(d; J= 8,5; H-5) e 6 H 7,63 (dd; J= 8,5 e 2,2; H-6") corroboram o padrdo 1,34 -
trissubstituido para o anel B, o valor dos deslocamentos quimicos dos trés hidrogénios
comprova a presenca de OH nas posicoes 3’ e 4’. Observa-se no espectro sinais na
regiao de acucares, porém a integragdo dos sinais indica que tais acUcares nao se
encontram ligados a este flavonoide.

Quercetina (3, 3', 4, 5, 7-pentaxidroxiflavona) apresenta coloracdo amarelada,
férmula molecular CisH1¢0; e massa molar de 302,2 g/mol. E um flavonoide
amplamente distribuido no reino vegetal, presente em muitas frutas e legumes, como
maca, alho, cebola, vinho tinto e cha preto. Pode também ser encontrada na forma
glicosilada (ROCKENBACH et al., 2013).
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TABELA 11 - COMPARAGAO DOS ESPECTROS DE RMN DE 13C E 1H (400,13 MHZ, 100,61
MHZ, PPM, CD;OD) DA SUBSTANCIA BAU3A COM OS ENCONTRADOS NA LITERATURA
PARA QUERCETINA

Posicio RMNde ”C RMNde RMNde'H RMN de 'H
Literatura* @ Literatura*
2 147,8 147,7
3 137,1 137,1
4 177,2 177,4
5 162,3 162,6
6 99,1 99,3 6,17 (1H, d, J=2,1Hz) 6,18 (1H, d, J=2,0 Hz)
7 165,3 165,6
8 94,4 94,3 6,36 (1H, d, J=2,1) 6,39 (1H, d, J=2,0 Hz)
9 158,1 158,4
10 104,1 104,4
17 124,2 1241
2 115,9 116,0 7,72 (1H, d, J= 2,1 Hz) 7,73 (1H, d, J= 2,2 Hz)
3’ 148,5 146,2
4’ 146,2 148,8
5 116,1 116,0 6,8 (1H, d, J= 8,4 Hz) 6,8 (1H, dd, J= 8,5 Hz)
6 121,6 121,8 7,6 (1H, dd, J=8,7; 2,1 Hz) 7,6 (1H, d|c_i|, ;J= 8,5;2,2
z

* KALEGARI et al. (2011). CD3OD (metanol deuterado). Valores sdo dados em ppm relativos ao sinal do
TMS como padréo interno. Numeros em paréntese demonstram constantes de acoplamento (J) em Hertz
(Hz). Sinais:d=dubleto, dd=duplo dubleto

Este flavonoide ja havia sido isolado anteriormente nas folhas da B. ungulata
(MAIA NETO, 2008). Com relagédo a outras plantas do género, ja foi encontrada na B.
championii (XU et al., 2012), B. longifolia (DOS SANTOS et al., 2014b), B. malabarica
(PARK et al., 2014), B. megalandra (ESTRADA et al., 2005), B. microstachya (DI
STASI; HIRUMA-LIMA, 2002), B. monandra (ADEROGBA; OGUNDAINI; ELOFF, 2006),
B. purpurea (RAMACHANDRAN; JOSHI, 1967), B. racemosa (EL-HOSSARY et al.,
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2000), B. strychnifolia (YUENYONGSAWAD et al., 2013), B. vahlei (SULTANA et al.,
1985) e B. variegata (MOHAMED; MAMMOUD; HAYEN, 2009).

A quercetina foi identificada pela primeira vez como vitamina P e teve sua agao
comprovada na manutencao da resisténcia e da integridade da parede dos capilares
sanguineos. Posteriormente, véarias atividades biolégicas foram relatadas, tais como,
anti-hipertensiva, antiaritmica, hipocolesterolémica, anti-hepatotoxica, anticarcinogénica
(FORMICA; REGELSON, 1995), antiviral, antiulcerogénica, antitrombotica, anti-
isquémica, anti-inflamatéria, antialérgica (INAL; KAHRAMAN, 2000; SHIRAI et al., 2002)
e antioxidante (FORMICA; REGELSON, 1995).

Estudos realizados nos ultimos anos com este flavonoide vém confirmando
estas atividades e buscando comprovar novas aplicagdes para este composto. Os
efeitos celulares da quercetina sao considerados muitas vezes complexos. Foi
observado que este flavonoide pode apresentar tanto propriedades antioxidantes, em
baixas concentragbes, como propriedades pro-oxidantes em concentracbes mais
elevadas (ROBASZKIEWICZ, BALCERCZYK, BARTOSZ, 2007; SCHMALHAUSEN et
al., 2007).

Estudos mostram que a quercetina da dieta pode ser um agente importante na
prevencao do cancer (MURAKAMI, ASHIDA, TERAO, 2008). Rockenbach et al. (2013)
sugerem que a quercetina possa ter um efeito anti-proliferativo sobre células tumorais
no cancer de bexiga e também demonstrou exercer quimioproteccao contra cancer de
prostata (SHARMILA et al., 2013). Além disto, a associagcdo quercetina e cha verde
aumentou significativamente a inibicdo tumoral reforcando o efeito antiproliferativo e
pro-apoptotico, na prevencao e tratamento do cancer de prostata (WANGA et al., 2014).
Também pode ser considerada um potencial para superar a resisténcia classica em
células cancerosas gastricas (BORSKA et al., 2012).

Um estudo em ratos mostrou que a quercetina pode reduzir parcialmente o
dano renal causado por inseticida organofosforado (HOU et al. 2014), demonstrando
efeito nefroprotetor deste flavonoide (BECKMANN et al., 2014).

Liu et al. (2014) concluiram que o pré-tratamento com quercetina promoveu
protecdo ao dano causado pelo infarto do miocardio, por diminuicdo do estresse
oxidativo, reprimindo a cascata inflamatéria e inibindo a apoptose in vivo, além de
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diminuir a dislipidemia (TANG et al., 2012) e hepatotoxicidade causadas pelo etanol
(TANG et al., 2014) e por organofosforado (clorpirifés) (UZUN, KALENDER, 2013).

MATOUK et al. (2013) observaram que a quercetina quando associada ao
losartan, foi capaz de produzir um efeito protetor adicional contra a cardiotoxicidade
croénica promovida pela doxorrubicina por atividade anti-inflamatéria e antioxidante.
Além disso a quercetina pode ser considerada como um agente natural cardio-protetor
promissor no infarto do miocardio sozinha (CHEN, CHAN, CHOU, 2012; PRINCE,
SATHYA, 2012; ZAAFAN et al., 2013) ou combinada com atorvastatina (ZAAFAN et al.,
2013).

O pré-tratamento com quercetina diminuiu significativamente as alteracoes
morfolégicas e bioquimicas induzidas por acido acético no célon de ratos, sugerindo um
possivel papel deste flavondide no tratamento da doenca inflamatéria intestinal
(DODDA, CHHAJED, MISHRA, 2014). Potencial anti-inflamatério ja havia sido descrito
anteriormente em alguns estudos (BOOTS et al., 2008; JEYADEVI et al., 2013) além de
acao anti-inflamatéria tépica (LIN et al, 2012), angiogénica (ZHAO et al., 2014),
redutora da aterosclerose (BHASKAR et al., 2013),

Joshan e Singh (2013) demonstraram em um trabalho que a quercetina pode
atenuar o eritema, diminuir a perda de 4gua, aumentar os niveis de catalase, reduzir a
peroxidacgao lipidica, atuando como agente fotoprotetor nos cuidados com a pele.

Um extrato obtido a partir da casca de cebola, rico em quercetina apresentou
efeitos anti obesidade em ratos por suprimir a diferenciagcao de pré-adipdcitos e inibir a
adipogénese (MOON et al., 2013).

Larson et al. (2012) observaram que a quercetina é capaz de reduzir a pressao
arterial em individuos hipertensos por mecanismo nao elucidado e efeito antitrombdtico
(LEE et al., 2013), além disso Yu et al. (2013) observaram que este flavonoide pode ser
acoes anti-inflamatéria e apresentar efeito anticoagulante semelhante a heparina,
podendo ser um futuro candidato a terapéutica no tratamento e prevencdo da
coagulacéao intravascular disseminada.

Kandhare et al. (2012) concluiram em um estudo que o tratamento com
quercetina mostrou significativa protecado contra a neuropatia diabética induzida por
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estreptozotocina, que pode ser causado pela reducdo da hiperglicemia e modulagao
do estresse oxidativo, citocinas pré-inflamatoérias e danos no DNA.

Prasad et al. (2014) demonstraram efeito sinérgico da quercetina quando
associada com &cido galico, acido p-anisico, acido cinamico frente a algumas bactérias
Gran negativas.

Choi et al. (2012) sugerem que o consumo diario de alimentos ou produtos que
contém grande quantidade de quercetina pode ser benéfico para aumentar o efeito
quimiopreventivo em doencas neurodegenerativas como Doenga de Alzheimer, outros
autores também sugerem que o flavonoide pode ser promissor no tratamento desta
patologia (ANSARIA et al., 2009; ISLAM et al., 2013). Efeito neuroprotetor ja havia sido
descrito em estudo anteriores (TONGJAROENBUANGAM et al., 2011; DAJAS, 2012) e
estudos recentes (BECKMANN et al., 2014).

A quercetina também apresentou efeito protetor contra a cito-genotoxicidade
induzida por metrotexato na medula 6ssea de ratos, demonstrando que este flavonoide
pode apresentar atividade desejavel para superar as sérias reagdes adversas de
supressao da medula 6ssea observada na quimioterapia além da formacao de tumores
secundarios (SEKEROGLU, SEKEROGLU, 2012).

4.4.3.3 |dentificacao estrutural de BAU4

A andlise foi realizada a partir dos espectros de ressonancia magnética nuclear
'H obtido a uma frequéncia de 200,13 MHz (FIGURA 16) e do espectro de RMN de *C
na frequéncia de 50,32 MHz (FIGURA 17).

A TABELA 12 ilustra a comparacao dos valores dos deslocamentos quimicos
de RMN de "*C e 'H para a substancia BAU4 com aqueles encontrados na literatura
para engeletina (HUANG et al., 2011a).
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A identificacdo do composto foi feita por comparacdo (TABELA 12) dos dados
de RMN de "H e '3C obtidos com o composto BAU4 com aqueles descritos por HUANG
et al. (2011a) para o flavonoide engeletina. A FIGURA 18 ilustra a estrutura quimica da
engeletina.

FIGURA 18 — ESTRUTURA QUIMICA DA ENGELETINA

Os espectros de RMN obtidos mostram similaridade com o composto BAU2
descrito anteriormente. Observa-se que a diferenca entre o espectro de BAU4 para o da
substancia BAU2 reside na substituicao do anel B.

O padrao de substituicdo para o anel B da BAU4 corresponde a um anel
dissubstituido em posicao para, apresentando dois sinais em & 7,35 e 6,85 ambos
integrados para dois hidrogénios cada; com constantes de acoplamento J=8,6 Hz com
magnitude de constante de hidrogénios orto em anéis aromaticos.

Estas informacdes quando comparadas com a literatura (HUANG et al., 2011a)
nos leva a propor a estrutura do flavonoide engeletina (rel-2R,3S-5,7,4'-triidroxi-30O-al-
ramno piranosil flavanonol) para o composto BAU4. A engeletina (dihidrocanferol-3-
ramnosideo) apresenta coloracdo amarelada, férmula molecular C21H22019 € massa

molar de 434,12 g/mol.
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TABELA 12 - COMPARAQ/:\Q DOS ESPECTROS DE RMN DE **C E "H (200,13 MHZ, 50,32 MHZ,
PPM, CD;OD) DA SUBSTANCIA BAU4 COM OS ENCONTRADOS NA LITERATURA PARA

ENGELETINA
Posicilo RMNde °C  RMNde °C RMN de 'H RMN de 'H BAU4
Literatura * BAU4 Literatura *
2 83,83 83,9 5,13 (1H, d, J=10,8 Hz) 5,14 (1H, d, J=10,8 HZ)
3 78,56 78,7 4,62 (1H, d, J=10,8 Hz) 4,61 (1H, d, J=10,8 Hz)
4 196,05 196,1
5 165,47 165,6
6 97,39 97,4 5,92 (1H,d, J=1,6 Hz) 5,9 (1H, d, J=2,1Hz)
7 168,53 168,6
8 96,25 96,3 5,89 (1H,d, J=1,6 Hz) 5,9 (1H, d, J=2,1Hz)
9 164,1 164,2
10 102,2 102,3
1 128,58 128,6
2 130,05 130,1 7,36 (1H,d, J=8,4 Hz) 7,35 (1H, d, J=8,6 Hz)
3 116,41 116,5 6,85 (1H, d, J=8,4 Hz) 6,84 (1H, d, J=8,6 Hz)
4’ 159,42 159,5
5 116,41 116,5 6,85 (1H, d, J=8,4 Hz) 6,84 (1H, d, J=8,6 Hz)
6 130,05 130,1 7,36 (1H,d, J=8,4 Hz) 7,35 (1H, d, J=8,6 Hz)
17 102,48 102,6 3,99 (1H, s) 4,01 (1H, d, J=1,4 Hz)
2" 71,74 71,8 4,30 (1H, m) 4,24 (1H, m)
3" 72,12 72,2 3,67 (1H, dd, J=9,2; 3,65 (1H, dd, J=9,6; 3,3
2,8Hz) Hz)
4" 73,76 73,8 3,50 (1H, m) 3,50 (1H, dd, J=3,3; 1,6
Hz)
5" 70,50 70,6 3,34 (1H, m) 3,33 (1H, m)
6" 17,85 17,9 1,19 (3H, d, J=6 Hz) 1,18 (3H, d, J=6,3 Hz)

* HUANG et al. (2011a) CD3OD (metanol deuterado). Valores sdo dados em ppm relativos ao sinal
do TMS como padrao interno. Nameros em paréntese demonstram constantes de acoplamento
(J) em Hertz (Hz). Sinais: s=simpleto, d=dubleto, dd=duplo dubleto, m=multipleto
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Este é o primeiro relato do isolamento deste composto nas folhas de B.
ungulata e assim como a astilbina, descrita anteriomente, a engeletina também é um
diidroflavonol comumente encontrado na natureza. De acordo com a literatura, estes
compostos sado encontrados juntos nas plantas e compartiham das mesmas
bioatividades (ZHANG et al., 2013b).

A engeletina ja foi detectada em plantas como a Petiveria alliacea (MONACHE,
SUAREZ, 1992), Andira anthelmia (DA SILVA et al., 2006; DA SILVA et al., 2007), na
casca da uva branca e no vinho branco (TROUSDALE, SINGLETON, 1983), na casca
do caule de Flindersia australis (REISCH, HUSSAIN, MESTER, 1984), no bagaco da
uva (LU, FOO; 1999) em tubérculos de Smilax bockii (GUO et al., 2004), rizomas de
Smilax glabra (CHEN et al., 1999) e raizes (NGUYEN et al., 2012), rizomas de Smilax
corbularia (RUANGNOO et al., 2012), rizomas de Smilax china (CHEN et al., 2011b) e
tubérculo (SHAO et al., 2007), nas folhas de Stelechocarpus cauliflorus (WIRASATHIEN
et al., 2007), folhas e inflorescéncias de Iryanthera sagotiana (SILVA, YOSHIDA, KATO,
1997), folhas (HUANG et al., 2011a) e cascas de Engelhardia roxburghiana (WU et al.,
2012a), folhas de Iryanthera ulei Warb (BERNAL, SUAREZ, 2009), casca do caule de
Flindersia australis (REISCH, HUSSAIN, MESTER, 1984), rizomas de Smilacis chinae
(ZHANG et al., 2012), folhas e infloreséncias de Iryanthera sagotiana (SILVA,
YOSHIDA, KATO, 1997), nas flores de Pieris japonica (LI, ZHONG, 2013) entre outras.

Engeletina demonstrou potente efeito sobre a liberacdo de prostaglandinas
(PGE2) e de acordo com o autor € um promissor composto anti-inflamatorio
(RUANGNOOQO et al., 2012). Também demonstrou efeito inibitério sobre TNF-a, IL-18, IL-
6 e cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) em macrofagos de ratos LPS-estimuladas
(HUANG et al., 2011a). Porém, Su et al. (2002) relataram que a mesma nao é capaz de
inibir a COX-2. Atividade antiestrogénica foi observada com a engeletina em um
determinado ensaio com base nas linhagem de células de cancer de mama humano
sensivel ao estrogénio MCF-7 e T47D. (WUNGSINTAWEEKUL et al, 2011). A
engeletina demonstrou potente atividade de inibicdo da aldose redutase, uma enzima
que catalisa a transformacgédo da glicose em sorbitol, envolvido nas complicagbes do
diabetes (WIRASATHIEN et al., 2007) e baixa atividade inibitéria sobre atividade da
xantina oxidase (CHEN et al., 2011a), envolvida na formacéao do acido urico.
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4.4.2.5 |dentificacao estrutural de BAUS

A andlise e identificagdo do composto foi realizada a partir do espectro de
ressonancia magnética nuclear 'H e dos espectros de 2D HMBC, HSQC e COSY
obtidos a uma frequéncia de 500 MHz (FIGURA 19, 20 e 21). A partir dos resultados
obtidos (TABELA 13) é possivel sugerir que o composto BAU5 é o canferol-3-0-a-

ramnopiranosideo também conhecido como afzelina.
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FIGURA 19— ESPECTRO DE RMN de 'H (500 MHz, CD;OD) DO COMPOSTO BAU5
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FIGURA 22 — MAPA DE CORRELACAO HOMONUCLEAR COSY DO COMPOSTO BAUS5 (500 MHz,
CD;0D)

A TABELA 13 ilustra os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de *C e
'H para a substancia BAU5. Pode-se observar as constantes de acoplamento dos
dubletos em & 6,14 (J=2,1 Hz; H-6), 6 6,29 (J=2,1 Hz; H-8) indicam que estes dois
hidrogénios estdo acoplando em meta e ligados aos carbonos 6 e 8 da estrutura do
flavonoide. Os sinais em & 6,93 (d; J= 8,8 Hz; H-2’, H-6’), & 7,74 (d; J= 8,8 Hz; H-3’, H-
5’) sdo caracteristicos de anel para-substituido, e sugerem a presenca de OH na
posicao 4'. Os sinais na regiao entre 8 3,35 e 0 4,22 possibilitam afirmar que trata-se de
flavonoide glicosilado, pois esta regido é caracteristica de agucares. O agucar ligado foi
identificado como ramnose pela presenca do préton em 0,91 do grupo metila (d; J=5,7
Hz; H-6"), tipico desta molécula (CARDOSO et al., 2013). A configuracdo a-anomérica
para a ramnose foi confirmada pela constante de acoplamento 1,5 (H-1”") do sinal em &
5,36 (DU, LI, JERZ, 2005). Para confirmacao da estrutura, foi obtido um espectro de
correlagdo COSY (observando correlacdo entre nucleos 'H-'H a 2 ligagdes de distancia
e a avaliacao dos resultados estdo também disponiveis na TABELA 13.
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TABELA 13 — DADOS DE RMN DE 'H (500 MHZ, CD;OD) PARA BAU5

Valores de™C

'H Bt e cosy HMBC ('H - C)

HMBC

> 158,8

3 135,7

4

5 162,6

6 6,14 (d,1H, J=2,1) 100,8 H C8,C10, C5

7 169,9

8 6,29 (d,1H,J=2,1) 95,3 He C6, C10, C7, C9

9 158,7

10 104,8

1 122,6

> 7,74 (d,2H,J=8,8) 131,7 Ha' C5', C1’, C4'

3 6,93 (d,2H, J=8,8) 116,4 H2’ C2, C6’, C2, C4

4 161,5

5 6,93 (d,2H, J=8,8) 1164 Hs’ C2, C1’, C&

& 7,74 (d,2H,J=8,8) 131,7 He’ C2, C3, C2, C4

1" 5,36 (d, 1H, J=1,6) 103,3 H2” c2”, C3

2" 422 (dd, 1H, J=3,3 ¢ 1,7) 717 H1”, Ha”

3" 371 (m, 1H) 72,0 H2”, H4", H6"

4 335 (m, 1H) 72,4 Ha” c3”

5" 3,35 (m, 1H) 72,4

6" 0,91 (d, 3H, J=5,7) 17,5 H3” c4”

Valores sado dados em ppm relativos ao sinal do TMS como padréo interno. NUmeros em
paréntese demonstram constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Sinais: d=dubleto, dd=
duplo dubleto, m=multipleto
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Os valores de carbono foram obtidos pela analise dos espectros de correlacao
'H-3C HSQC (observando correlagdes 'H-'*C a 1 ligacdo de distancia) e HMBC
(observando correlagcées 'H-'°C a 3 ligagbes de distancia). Os valores obtidos
encontram-se descritos na TABELA 13. Além disso, o espectro HMBC indicou que a
posicao de ligacao da L-ramnose é no C-3 de acordo com as correlagdes do hidrogénio
H-1" com o carbono C-3, em 135,7 ppm.

O flavonoide Canferol-3-O-a-ramnopiranosideo apresenta coloracao amarelada,
formula molecular C21H20010 € massa molar de 432,28 g/mol. A FIGURA 23 ilusta a
estrutura quimica da afzelina.

HO

FIGURA 23 — ESTRUTURA QUIMICA DA AFZELINA

Este € o primeiro relato do isolamento deste composto nas folhas de B.
ungulata. Afzelina ja foi detectada em varias espécies, como nas folhas de Persea
americana (MIRANDA et al., 1997), na Koelreuteria paniculata Laxm (LIN et al., 2002),
na casca do caule de Juglans mandshurica (MIN et al., 2003), frondes de Gleichenia
quadripartita (SOCOLSKY, ASAKAWA, BARDON, 2007), Neolitsea sericea var. aurata
(LAM et al.; 2008), nas frutas de Pterogyne nitens (REGASINI et al., 2008a), em frutos
de Thuja orientalis (XU et al., 2009), nas folhas de Lindera aggregata (XIAO et al.,
2011), Riedeliella gracilifiora (MIRANDA et al., 2012), folhas de Copaifera langsdorffii
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(BRANCALION et al., 2012; ALVES et al., 2013), Searsia chirindensis L. (MADIKIZELA,
ADEROGBA, VAN STADEN, 2013), flores de Rhododendron mucronulatum (MOK,
LEE, 2013) entre vérias outras descritas na literatura. Com relacao ao género Bauhinia
a afzelina foi encontrada nas folhas de B. megalandra (ESTRADA et al., 2005;
RODRIGUEZ et al., 2010), B. microstachya (MEYERE-SILVA et al., 2001), B. racemosa
(EL-HOSSAY et al., 2000), B. malabarica (KAEWAMATAWONG et al., 2008).

Rodriguez et al. (2010) identificou o Canferol-3-O-a-ramnopiranosideo nas
folhas de B. megalandra como o constituinte responsavel pela inibicdo da absorgcao
intestinal de glicose e consequentemente reducao da glicemia, que é um importante
fator em pacientes diabéticos. Outro estudo mostrou apresentar potente atividade
inibitéria da aldose redutase (MOK, LEE, 2013), que catalisa a reducédo de varios
acucares. Além disso, demonstrou apresentar atividade antimicrobiana (TATSIMO et
al., 2012) principalmente contra a Pseudomonas aeruginosa (LEE et al., 2014), e
antioxidante (TATSIMO et al., 2012), acao virustatica mas nao viruscida (MIRANDA et
al., 1997) e atividade anti-leishmania (MUZITANO et al., 2006).

Ha et al. (2014) observaram que a afzelina é capaz de exibir atividade antiviral
contra o virus influenza A/NWS/33 (H1N1), além disso também demonstrou atividade
inibitéria da neuraminidase. Demonstrou protecdo dos queratindcitos humanos contra
os efeitos deletérios da radiacdo UV (ultra-violeta) por meio de suas propriedades
biologicas (DNA-protetor, antioxidante, e anti-inflamatério), bem como pelo absor¢ao do
UV, sendo capaz de evitar o fotoenvelhecimento e o desenvolvimento de céncer de
pele (SHIN et al, 2013). Também foi possivel inferir a este composto uma agao
quimioprotetora, pois a afzelina inibiu a atividade da enzima quinona redutase 2 (QR2),
que é expressa em abundancia no cancer de prostata (YANG et al., 2010), além de
inibir a proliferagdo de células do cancer de mama (MCF-7) de um modo dose
dependente e promover a apoptose (DIANTINI et al., 2012).

Afzelina n&o apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Salmonella e Bacillus
thuringiensis em ensaio que determinou a concentragao inibitéria minima (CIM) (WEN
etal., 2014).
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4.4.2.3 |dentificacao estrutural de BAU6

A andlise foi realizada a partir do espectro de ressonancia magnética nuclear 'H
obtido a uma frequéncia de 200,13 MHz (FIGURA 24) e do espectro de RMN de "*C na
frequéncia de 50,32 MHz (FIGURA 25).

8.081
—6.905
—6.395
—6.181

FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (200,13 MHz, CD;OD) DO COMPOSTO BAU6

A amostra encontra-se em mistura e a identificagcdo do composto majoritario foi
feita por comparacédo dos dados de RMN de 'H e "*C obtidos com o composto BAU6
com aqueles descritos por Bachheti et al. (2011) para o flavondide canferol, uma
aglicona. A FIGURA 26 ilustra a estrutura quimica do canferol (3, 5, 7, 4'-

tetraidroxiflavona).
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FIGURA 25 — ESPECTRO DE RMN de "*C (50,32 MHz, CD;OD) DO COMPOSTO BAU6

OH

HO )

OH
OH 0]

FIGURA 26 — ESTRUTURA QUIMICA DO CANFEROL

Observa-se no espectro de 'H-RMN (FIGURA 24) dois dubletos 6,18 (d; J=1,5;
H-6) e 6,40 (d; J=1,5; H-8), indicando o acoplamento em meta. Os sinais em & 8,08 (d;
J= 8,8 Hz; H-2' e H-6'), 6 6,90 (d; J= 8,8; H-3’ e H-5’), apresentam formato e constantes

de acoplamento caracteristicos de um anel para-substituido. Observa-se também no
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espectro sinais na regiao de acucares, porém a integracao dos sinais indica que tais
acucares nao se encontram ligados ao flavonéide canferol.

O espectro de *C-RMN (FIGURA 25) também mostrou a presenca de seis
carbonos oxigenados em & 148,1; 137,1; 162,4; 165,6; 158,2 e 160,5 atribuidos a C-2,
C-3, C-5, C-7, C-9 respectivamente. O sinal em & 177,3 atribuido a C-4, permite
confirmar, juntamente com os sinais anteriores, a presenca de esqueleto flavonoidico.

Os dados obtidos dos espectros de 'H-RMN e "*C-RMN foram comparados com
dados obtidos da literatura como ilustrado na TABELA 14.

TABELA 14 - COMF:ARAQAO DOS ESPECTROS DE RMN DE ®Ce 'H (50,3 MHZ, 200,13 MHZ,
CD3;0OD) DA SUBSTANCIA BAU6 COM OS ENCONTRADOS NA LITERATURA PARA CANFEROL

Posicdo RMN de "°C RMN de RMN de H RMN de 'H** BAU6
Literatura*  '*C**BAU6 Literatura*
2 148,3 148,1
3 137,6 137,1
4 177,0 177,3
5 162,0 162,4
6 98,5 99,2 6,13 (1H, d, J=2,5 Hz) 6,18 (1H, d, J=1,5 Hz)
7 164,3 165,5
8 92,7 94,4 6,44 (1H, d, J=2,5 Hz) 6,39 (1H, d, J=1,5 Hz)
9 157,8 158,2
10 105,4 104,5
1 123,6 123,7
2 130,7 130,6 8,09 (1H, d, J=8,7 Hz) 8,08 (1H, d, J= 8,8 Hz)
3 116,3 116,3 6,81 (1H, d, J=8,7 Hz) 6,90 (1H, d, J= 8,8 Hz)
4 160,6 160,5
5’ 116,3 116,3 6,81 (1H, d, J=8,7 Hz) 6,90 (1H, d, J= 8,8 Hz)
6’ 130,7 130,6 8,09 (1H, d, J=8,7 Hz) 8,08 (1H, d, J= 8,8 Hz)

* BACHHETI et al. (2011) * CD;0OD (metanol deuterado). Valores sdo dados em ppm relativos ao sinal
do TMS como padrao interno. NUmeros em paréntese demonstram constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). Sinal: d=dubleto.
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Assim, as informagdes espectrais acima contribuem para a atribuicdo da
estrutura do composto BAU6 ao canferol. Este é o primeiro relato do isolamento deste
composto nas folhas de B. ungulata.

O canferol, unidade agliconica, € um flavonoide que apresenta coloragcao
amarelada, formula molecular C15H100s € massa molar de 286,23 g/mol. Ja foi
detectado em outras espécies como Aloe vera, Alternanthera tenella, Althaea rosea,
Cassia angustifolia, Eucalyptus spp, Hypericum perforatum, Rosmarinus officinalis
(CALDERON-MONTANO et al., 2011), além de plantas do género Bauhinia como a
B.championii (XU et al., 2012), folhas de B.malabarica (KAEWAMATAWONG et al.,
2008), B. megalandra (ESTRADA et al., 2005), raiz de B. racemosa (EL-HOSSARY et
al., 2000), folhas de B. vahlii (SULTANA et al., 1985), partes aéreas de B. variegata
(RAHMAN; BEGUM; 1966; RAO et al, 2008), B. forficata e B. microstachya
(CALDERON-MONTANO et al., 2011).

E também encontrado em plantas comestiveis como o Allium cepa (cebola),
Brassica juncea (mostarda), Brassica oleracea (brécolis), Camellia sinensis (cha),
Cnidoscolus chayamansa (espinafre), lpomoea batatas (batata doce), Lactuca sativa
(alface), Solanum lycopersicum (tomate), Vitis vinifera (uva) entre outras (CALDERON-
MONTANO et al., 2011).

Canferol apresenta elevado poder antioxidante observado através de varias
técnicas (SINGH et al., 2008; CHOE et al., 2012; SIVASOTHY et al., 2013), além das
atividades antibacteriana (SIVASOTHY et al., 2013), anticancerigena (HELTON et al.,
2008; NIRMALAM, RAMANATHAN, 2011), antiviral (SCHWARZ et al., 2014) com
potente atividade contra o virus influenza B (YANG et al., 2014), citoprotetora (SEIBERT
et al., 2011), antialérgica (OH et al., 2013), anti-diabética (ZHANG, LIU, 2011), anti-
inflamatéria (RHO et al., 2011; CHOE et al., 2012), entre outras.

Estudo epidemiolégicos descrevem beneficios do canferol obtido da dieta na
reducado do risco de doencas crbnicas, especialmente o cancer (pulmao, gastrico,
pancreatico e ovariano), doencas cardiovasculares e diabetes tipo-2. Apesar disto, 0
namero relativamente baixo de estudos e a possivel presenca de outros constituintes
bioativos nos alimentos, fazem com que os dados sejam insuficientes para se afirmar a
relacdo existente (CALDERON-MONTANO et al., 2011).
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4.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Os resultados obtidos referentes a avaliagao da toxicidade sobre a A. salina sao
apresentados na TABELA 15.

TABELA 15 — MORTALIDADE DE Artemia salina E CLs, UTILIZANDO O EXTRATO E FRAGOES DAS
FOLHAS DE Bauhinia ungulata L.

AMOSTRA CONCENTRACAO / MORTALIDADE CLso (ug.mL™") IC de 95%
(ug.mL")

10 pg.mL”" 100 ug.mL™ 1000 pg.mL"'

EB 4 6 5 > 1000

FH 1 0 2 > 1000

FCL 0 6 2 > 1000

FAE 1 2 2 >1000

FR 0 2 3 > 1000

Metanol 0 0 0 > 1000 -

Sulfato de 16 10 18 50,12 35,80-70,16

quinidina

Extrato Bruto (EB), Fragao Hexanica (FH), Fracdo Cloroférmio (FCL), Fragao Acetato de Etila
(FAE), Fragao Hidroalcodlica Residual (FR). IC= Intervalo de Confianga. CLs,= concentragao letal

De acordo com Meyer et al. (1982), as amostras sao consideradas ativas
quando a CLso for menor que 1000 pg.mL™", portanto, de acordo com os valores obtidos
nenhuma das amostras testadas apresentaram toxicidade sobre A. salina. Apesar de
algumas mortes terem sido observadas com as amostras no experimento, o numero
total ndo foi estatisticamente significativo quando comparados ao sulfato de quinidina
utilizado como controle positivo do teste e nem com o controle negativo (metanol /
solvente utilizado para solubilizagdo das amostras).

O ensaio de toxicidade frente aos nauplios de A. salina, que sao
microcrustaceos de agua salgada empregados como alimento vivo para peixes, pode
ser utilizado para a determinacao preliminar de toxicidade de extratos vegetais por meio
da estimativa da concentracdo letal (CLsy) capaz de matar 50% dos nauplios
(CAVALCANTE et al., 2000; PARRA et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2008), tendo
como principais vantagens a facil obtengao, rapidez de realizagdo do ensaio além do
baixo custo (MEYER et al., 1982) e simplicidade de execucdo (SIQUEIRA et al., 2001;
NASCIMENTO et al., 2008).
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Outras plantas do género Bauhinia foram analisadas e também n&o
demonstraram efeitos toxicos, como por exemplo, a B. forficata que apresentou CLsg
1780 pg.mL" (FIGUEIRA et al., 2012), a B. purpurea que apresentou Clsy > 5000
ng.mL " (KRISHNARAJUA et al., 2005) e o extrato bruto da B. variegata com CLso>1000
mg.mL", porém este autor encontrou atividade quando testou alcaloides totais isolados
desta planta (MARTINEZ et al., 2011). Por outro lado, o extrato acetato de etila e o
metandlico obtido das folhas e da B. rufescens foram téxicos (0,059 e 0,389 mg.mL
respectivamente) (MUHAMMAD; SIRAT, 2013a).

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

Para avaliacdo da atividade hemolitica proposta pela Farmacopeia Brasileira 52
edicdo, foram testados o EB e fracbes obtidas a partir das folhas da B. ungulata L.,
sendo que nao foi observada formacdo de hemolise total para nenhuma amostra em
nenhuma diluicdo. Em todos os tubos ocorreu a formacgéao de depdésitos de eritrocitos,
demonstrando que as amostras nao foram capazes de promover hemolise total in vitro.

Resultado semelhante foi observado com a avaliacdo da atividade hemolitica
em placas de agar sangue ou teste de difusdo em discos, em que também nao foi
observado a ocorréncia de halos de hemolise ao redor do disco de papel, caracteristico
deste método, para nenhuma amostra analisada.

A avaliagdo de atividade hemolitica € considerada um indicador de toxicidade
geral e bioatividade, sendo importante na investigagcdo da acédo de extratos de plantas
sobre o sangue humano. Os testes in vitro para determinar a agdo hemolitica tém sido
utilizados como um dos métodos de triagem para os diferentes agentes tdxicos
(KUBLIK et al., 1996), incluindo a avaliagdo de plantas (GANDHI; CHERIAN, 2000).

Os resultados obtidos confirmaram a reacao negativa de Lieberman Bouchardt
da marcha fitoquimica, sugerindo a auséncia de saponina e podem indicar nao
toxicidade das amostras nestes modelos, no entanto outros estudos de toxicidade in

vitro e in vivo devem ser realizados.
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4.7 DETERMINACAO DO CONTEUDO TOTAL DE COMPOSTOS FENOLICOS -
TESTE DE FOLIN-CIOCALTEU

Analisando os resultados na TABELA 16, é possivel verificar que entre as
amostras testadas a FAE é a que apresenta maior teor de fendis na sua constituicao.

TABELA 16 - QUANTIDADE DE COMPOSTOS FENOLIQOS (EQUIVALENTE EM
ACIDO GALICO - EAG) NO EXTRATO BRUTO E FRAGOES OBTIDOS DE Bauhinia
ungulata PELO TESTE DE FOLIN-CIOCALTEU

AMOSTRA CONCENTRACOES DE FENOIS TOTAIS
(mg EAG.g"' da amostra)

EB 377,95 £ 0,02

FH 104,16 £ 0,02

FCL 419,92 + 0,01

FAE 658,97 + 0,02

FR 289,3 £ 0,02

Extrato bruto (EB), fragcdo hexanica (FH), fragao cloroférmio (FCL), Fragdo acetato de etila
(FAE), fracao hidroalcodlica residual (FR). Média (mg) = desvio padrao. n=3.

Outras amostras também demonstraram apresentar altas quantidades de
compostos fendlicos pois de acordo com CHEW et al. (2011) a quantidade de fendis
totais das plantas podem ser classificadas em quatro classes: alta (> 50 mg.EAG.g™),
média-alta (30-50 mg. EAG.g'), médio baixa (10-30 mg. EAG.g™") e baixa (<10 mg.
EAG.g™").

Outras plantas do género Bauhinia tiveram o conteudo de fendlicos totais
estimados pelo mesmo método. O extrato etandlico de B. rufescens apresentou 68,40 +
0,02 mg/g também expressos em equivalente de acido galico (ALIYU et al., 2009). Ja o
extrato metandlico de B. variegata apresentou elevados teores de fendis totais (440,0
3,02 mg. EAG.g") assim como as fracdes hexano (200 + 2,67), cloroférmio (372,5 +
5,97), butanol (492,5 + 3,86), acetato de etila (585,5 + 3,45) e residual (429 + 4,77) em
que os resultados também foram expressivos, sendo possivel observar que a fracéo
acetato de etila nesta espécie também apresenta o maior teor entre as fracoes
(SHARMA et al., 2011). Flores e folhas de B. kockiana também apresentaram elevados
teores de fendis totais (8280 + 498 mg EAG/100g e 4220 +104 mg EAG/100g,
respectivamente), porém as flores e folhas de B. purpurea apresentaram baixo e
médios teores destes metabdlitos (<1000 mg EAG /100 g e 1310 £ 124 mg EAG /100 g
respectivamente), de acordo com o autor (CHEW et al., 2011).
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Compostos fendlicos incluem fendis simples, acidos fendlicos (derivados do
acido benzéico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos hidrolisaveis e
condensados, lignanas e ligninas. Estes compostos estdo entre os metabdlitos
secundérios que mais amplamente ocorrem no reino vegetal, atuando principalmente
como fitoalexinas, atrativos para polinizadores, contribuintes para a pigmentacdo da
planta, antioxidantes e agentes de protecdo contra os raios ultravioletas, entre outros
(BLAINSKI et al., 2013).

Os resultados observados neste experimento estdo de acordo com o
encontrado na prospecgéo fitoquimica. Com a FAE observou-se o maior valor dentre as
amostras analisadas para o conteudo de fendis totais, sendo que a prospeccao
fitoquimica demonstrou a presenca de compostos fendlicos principalmente flavonoides
nesta fragdo que foi confirmado pelo isolamento e identificagdo dos flavonoides
descritos. Os compostos fendlicos podem contribuir diretamente para a acao
antioxidante.

O conteudo de fendlicos totais do extrato e fragbes da B. ungulata, em termos
de equivalente de acido galico, é indicativo do alto potencial antioxidante pelo fato de
que os constituintes fendlicos podem reagir com espécies reativas de oxigénio
(ODABASOGLU et al., 2004).

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.8.1 Redugao do Complexo Fosfomolibdénio

Os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de
complexacao do fosfomolibdénio estdo apresentados na TABELA 17. A atividade

antioxidante de cada amostra foi calculada em relagcdo a rutina com atividade definida
como 100% e em relagao ao acido ascorbico também com 100% de atividade.
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TABELA 17 - RESULTADOS DO ENSAIO DO EXTRATO BRUTO E FRAQOES OBTIDAS DAS FOLHAS
DE Bauhinia ungulata L. PELA REDUCAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO

Amostra Atividade Antioxidante em Atividade Antioxidante em
relacdo a Rutina - AA (%) * DP relacdo ao Acido Ascorbico - AA (%) + DP

Rutina 1008

Acido 100°
ascorbico

EB 72,09 +2,71° 22,42 +2,78°
FH 86,20 + 1,61% 26,81 +1,30%
FCL 89,92 + 1,05% 27,96 + 2,19%
FAE 100,00 + 0,512 31,10 + 1,27°
FR 79,53 +1,53% 24,73 + 2,28°

Extrato Bruto (EB), Fracdo Hexanica (FH), Fracdo Cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de Etila (FAE),
Fracdo Hidroalcodlica Residual (FR). AA=atividade antioxidante. DP= desvio padrdo. *Resultados
seguidos pela (s) mesma (s) letra (s) na mesma coluna néo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si,
pelo teste de Tukey.

De acordo com os resultados, todas as amostras testadas, EB, FH, FCL, FAE e
FR demonstraram atividade antioxidante por reducdo do complexo fosfomolibdénio, ao
adquirir a coloracdo verde caracteristica confirmados pelas leituras no
espectrofotbmetro.

Destaca-se o resultado obtido com a FAE que foi igual a atividade antioxidante
do flavonoide rutina utilizado como padrdo, que apresenta reconhecida acao
antioxidante (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003). Este resultado era esperado devido a
grande concentracdo de compostos fendlicos observado no doseamento de fendis
totais pelo Folin-Ciocalteu (TABELA 16), sendo o poder antioxidante relacionado ao
conteudo destes compostos. O EB, FH, FCL, FR também apresentaram atividade
antioxidante quando comparados a rutina, porém quando o padrao utilizado foi o 4cido
ascorbico, a maior atividade antioxidante foi encontrada com a FAE que apresentou
31,11% a da atividade deste controle.

Este método possui a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante de
componentes lipofilicos e hidrofilicos presentes na amostra, ou seja, mede a
capacidade antioxidante total (PRIETO et al., 1999).

Na pratica, os resultados sugerem que as amostras, por reduzirem o molibdénio
VI a molibdénio V podem inibir a acao da xantina oxidase, uma vez que o molibdénio é
utilizado como cofator desta enzima. A xantina oxidase (XO) é a enzima responsavel
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pela transformacao tanto da hipoxantina em xantina, quanto desta em &cido Urico que,
em ambiente fisioldgico, estd na forma de urato. A hipoxantina e a xantina sdo muito
mais sollveis que o acido Urico, e este ultimo pode se depositar como urato de sédio,
um dos principais responsaveis pelo desenvolvimento da doenga conhecida como gota
(TSUTOMU et al.,, 1991). Durante este processo ocorre a formacédo de perdxido de
hidrogénio (H.O,) que, apesar de ndo ser uma espécie radical, esta parcialmente
reduzida podendo liberar elétrons em processos oxidativos com promocéao da apoptose,
e também estar associado a doencgas neuro degenerativas como Alzheimer e Parkinson
(SMITH et al., 1997; EU et al., 2000; GIASSON et al., 2002). Van Hoorn et al. (2002)
testaram uma série de flavonoides de diferentes classes, e verificaram a inibicado sobre
a xantina oxidase. Diante de todos os aspectos, verifica-se que compostos presentes
no extrato e fracbes podem ser consideradas alvos potenciais e interessantes para
inativacdo da xantina oxidase e desta forma utilizados no tratamento de algumas
patologias.

Neste ensaio, € possivel observar que estatisticamente, ndo existe diferenca
entre a FAE e o padrdo rutina, porém, todas as amostras analisadas apresentaram

potencial antioxidante inferior ao padrao acido ascérbico.

4.8.2 Reducéo do radical DPPH

As concentragbes dos controles e das amostras que sao capazes de reduzir
50% da Clso do DPPH® sdo apresentadas na TABELA 18.
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TABELA 18 - RESULTADOS DE Clso PARA A REDUCAO DO DPPH*® DO EXTRATO BRUTO E
FRACOES OBTIDAS DAS FOLHAS DE Bauhinia ungulata L.

AMOSTRA Cls, (ug) + DP
Vitamina C 4,22 + 0,042
Rutina 6,35 + 0,14
EB 20,84 +0,73°
FH 124,74 +2,15°
FCL 18,20 + 0,26°
FAE 7,68 + 0,09°
FR 19,30 +1,16°

Extrato bruto (EB), fragdo hexanica (FH), fracéo cloroférmio (FC), Fracao acetato de etila (FAE), fragao
hidroalcodlica residual (FR). Clso (ug) + DP= concentragao inibitéria £ desvio padrao. *Resultados
seguidos pela (s) mesma (s) letra (s) nao difere estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Tukey.

Levando em consideracdo a andlise estatistica dos dados verificou-se que a
FAE tem atividade antioxidante igual ao padrao rutina, pois nao ha diferenca estatistica
significante entre os resultados obtidos. A FAE, dentre as amostras testadas, foi a que
apresentou menor valor de Clso (7,68 = 0,09) que difere estatisticamente das demais
fragcbes, e pela andlise ela pode ser considerada, entre elas, a mais ativa pois €
necessario uma menor quantidade de amostra para reduzir a concentragao inicial do
DPPH?® pela metade.

As outras amostras também apresentaram atividade antioxidante, porém foi
necessario uma maior quantidade para obter reducdo de 50% na concentragdo do
radical DPPH. Para a fragdo hexano foi obtida a concentracdo mais elevada (124,74 +
2,15 pg.mL™), indicando menor atividade antioxidante desta amostra, quando avaliada
a capacidade de reducdo do DPPH®. Este resultado indica que esta fracdo é menos
ativa do que os padrdes analisados e do que as demais amostras, pois é preciso uma
guantidade maior para reduzir 50% da concentragdo inicial do DPPH® o que corrobora
com o menor teor de compostos fendlicos totais obtidos com o reagente de Folin-
Ciocalteu, quando comparados com as outras amostras. Desta forma a reduzida
atividade antioxidante observada esta de acordo com baixos niveis de fendlicos totais,
que podem englobar flavonoides com atividade antioxidante. As demais fracdes e o EB
apresentaram valores de Clsog superiores aos padroes, indicado que sao menos ativas
do que estes.

Este método avalia somente o poder redutor de uma substancia, pois é
baseado na transferéncia de elétrons de um composto com atividade antioxidante (ao
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doar o elétron se oxida) para um radical livre, no caso o DPPH. Este radical livre que é
instavel, simula as espécies reativas de oxigénio (ERQO’s), e ao se reduzir perde sua
coloracao purpura tornando-se amarelo palido, mudanca que é observada visualmente
(MOLYNEUX, 2004), porém, a intensidade desta reacdo €& analisada por
espectrofotometria.

A partir dos resultados obtidos é possivel sugerir que as amostras obtidas das
folhas de B. ungulata possuem atividade antioxidante atuando na captacéo ou sequesto
de radicais livres, com destaque para a FAE que assim como observado no teste do
fosfomolibdénio, apresentou a maior porcentagem de sequestro de radicais livres, ou
seja, maior atividade antioxidante entre as amostras.

Estudos realizados com outras plantas do género como B. galpinii (ADEROGBA
et al., 2007), B. variegata (NASCIMENTO et al., 2011), B. purpurea (SHAJISELVIN;
SOMASUNDARAM; MUTHU, 2011; SAHU; KAR; ROUTRAY, 2013), B. rufescens
(ALIYU et al., 2009), B. racemosa (KUMAR et al., 2005) entre outras também

demonstraram ser capazes de sequestrar radicais livres.

4.8.3 Método das substancias reativas ao acido tiobarbiturico TBARS

Os resultados obtidos no ensaio com as amostras das folhas de B. ungulata L.
sao ilustrados na TABELA 19, expressos em % de redugcdo da peroxidagao lipidica
(RP%).

TABELA 19 - REDUCAO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA PROMOVIDA PELO EXTRATO BRUTO E
FRACOES OBTIDOS DAS FOLHAS DE Bauhinia ungulata L.

AMOSTRA Reducéo da Peroxidacao (RP%) (Média + DP)
BHT 48,09 + 2,622
EB 21,87 +1,63°
FH 36,78 + 1,45°
FCL 18,79 + 2,22°
FAE 42,18 +1,65%
FR 25,68 + 0,56°

Butil-hidroxi-tolueno (BHT), Extrato bruto (EB), fragdo hexanica (FH), fracéo cloroférmio (FC),
Fragcédo acetato de etila (FAE), fragao hidroalcodlica residual (FR). *Resultados seguidos
pela (s) mesma (s) letra (s) ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, pelo teste de Tukey.
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Destaca-se o resultado observado com a FAE (42,18 % + 1,65) que é igual
estatisticamente ao padrdo BHT (48,09% + 9,62). As outras amostras também
promoveram reducao da peroxidacao lipidica, porém em porcentagem menor do que o
padrao.

Pandey et al. (2012) demostraram que os extratos metandlicos de B. variegata,
obtidos das folhas, cascas e flores apresentaram pelo mesmo método boa atividade
antioxidante, podendo a planta, de acordo com o autor, ser uma fonte potencial de
antioxidante natural. E possivel desta forma sugerir que as amostras, em especial a

FAE, também podem apresentar atividade antioxidante inibindo a peroxidagéo lipidica.

4.9 ATIVIDADE ALELOPATICA

4.9.1 Bioensaios de germinagao e crescimento

A andlise dos efeitos alelopaticos da Bauhinia ungulata L. indicou que houve
interferéncia (estatisticamente significativa) no indice de velocidade de germinacao
(IVG) das sementes de Lactuca sativa (alface) quando estas estiveram em contato com
as solugées contendo o EB e FH na concentragdo de 1000 pg.mL™', como
demonstrados na TABELA 20, em relacdo ao controle. A inibicdo observada foi de
27,86% e 27,19%, para o EB e FH respectivamente. A FIGURA 27 ilustra a inibicao
observada. O IVG é usado para avaliar o vigor das sementes (MAGUIRE, 1962), pois
seu enfraquecimento causa perda progressiva na capacidade produtiva, com a redugao
na uniformidade da germinacgéo (PINA-RODRIGUEZ et al., 2004).

Foi observado que as solugbes do extrato e fragdes nado influenciaram a
germinacdo e IVG de forma significativa no periodo analisado, quando a espécie
utilizada foi Allium cepa (cebola), conforme resultados descritos na TABELA 20.



127

TABELA 20- INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) E PORCENTAGEM DE GERMINAGAO
(%G) DAS SEMENTES DE L. sativa (ALFACE) E A. cepa (CEBOLA) FRENTE AO EXTRATO E
FRACOES DE Bauhinia ungulata

Indice de velocidade de germinacao (IVG)

Alface Cebola
Tratamento 250 pg.mL” 500 pg.mL”’ 1000 pg.mL™’ 250 pg.mL” 500 pg.mL” 1000 pg.mL"
Amostra
EB 11,84+0,81% 11,95+0,55% 10,69+1 ,22b 6,71+0,30° 6,59+0,59° 6,64+0,29°
FH 12,71+0,43* 12,82+1,0° 10,791 ,77b 6,750,572 7,16+1,19* 5,96+0,74°
FCI 12,66+1,18% 11,70+0,96* 11,93+1,68° 6,56+0,25% 7,34+0,39° 6,37+0,74%
FAE 11,4840,82% 13,02+0,77% 13,75+1,49% 6,14+0,33% 6,13+0,97° 5,68+0,13"
FR 12,69+1,38% 12,82+1,94® 13,39+0,47° 6,53+0,65% 6,22+0,3" 6,160,612
Controle 14,82+1,66° 14,82+1,66° 14,82+1,66° 6,39+0,27" 6,39+0,27° 6,39+0,27°

Porcentagem de germinacao (% G)

Alface Cebola
Tratamento 250 pg.mL”’ 500 pg.mL” 1000 pg.mL™ 250 pug.mL” 500 pg.mL” 1000 pg.mL™
Amostra
EB 75,0+1,58%  80,5+0,41%  73,0+2,22° 88,0+1,89° 92,0+1,63% 87,0+0,21%
FH 83,0+0,22%  80,0+1,53* 71,5+1,392 90,0+2,32% 86,0+0,41% 83,0+1,22°
FCI 80,0+0,66%  75,5+1,12%  72,0+0,83% 87,5+0,26% 91,0+1,22* 83,5+2,51°
FAE 74,0+1,53%  78,0+0,32°  72,0+0,83" 87,0+1,83% 84,5+1,37* 85,0+1,83°
FR 79,5+1,38%  74,0£0,31*  79,0+1,76° 92,0+2,11* 88,0+1,63% 85,55+1,74
Controle 74,020,12%  74,040,12°  74,0+0,12° 86,5+1,41% 86,5+1,41% 86,5+1,41°

IVG=Indice de velocidade de germinagdo. %G= porcentagem de germinacdo. Extrato etandlico bruto
(EB), Fracdo Hexanica (FH), Fracado Acetato de etila (FAE) e Fragao Hidroalcodlica Residual (FR). Média
+ Desvio Padrdo. Médias seguidas com a mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05).
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FIGURA 27 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO DE L. sativa (ALFACE) E Allium cepa
(CEBOLA) SUBMETIDA A AMOSTRAS DE B. ungulata AO ENSAIO ALELOPATICO. DADOS
EXPRESSOS EM PORCENTUAL EM RELACAO AO CONTROLE. * A MEDIA DO TRATAMENTO
DIFERE SIGNIFICATIVAMENTE (p < 0,05) EM COMPARAGAO COM A MEDIA DO CONTROLE PELO
TESTE TUKEY
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Com relacdao a porcentagem de germinacao também ndo foi observado
nenhuma inibigdo ou estimulo que se mostraram estatisticamente significativos como
pode ser observado na TABELA 20. O fato das concentracbes nao afetarem a
porcentagem de germinacao pode ser explicado por Ferreira e Borghetti (2004), os
quais relatam que o efeito alelopatico ndo se da, frequentemente, sobre a porcentagem
de germinacao final, e que pode estar relacionada a outro parametro, como por
exemplo, o comprimento médio de raiz primaria. Ferreira e Aquila (2000) também
evidenciaram o fato da germinag@o ser menos sensivel aos metabdlitos secundarios do
que o crescimento das plantulas, pois este parametro é influenciado por estas
substancias que podem levar ao aparecimento de plantulas anormais, tendo a necrose
como um sintoma comum.

Quando foi verificada a atividade alelopatica da B. forficata sobre a germinagao
de sementes de tomate, Manoel et al. (2009), observaram que nao houveram
diferencas entre os tratamentos e o controle, ou entre os tratamentos. Extrato obtido
das folhas de B. guianensis inibiu a germinacdo de sementes de Mimosa pudica em
80,3% e com a B. macrostachya a inibicao foi de 53,7%, e o extrato obtido das raizes
inibiu em 54 e 58% respectivamente, demostrando desta forma que espécies
pertencentes ao género, podem apresentar potencial atividade alelopatica (MOURAO
JUNIOR, 2010).

Na andlise do crescimento foram calculadas as médias de crescimento da
radicula e do hipocotilo/ coleéptilo de plantulas de L. sativa e radicula e de A. cepa,
submetidas ao extrato e fracbes das folhas de B. ungulata. De acordo com o0s
resultados obtidos (TABELA 21), é observado que todas as concentracdes do EB e a
concentragdo de 1000 pg.mL ' da FR inibiram o crescimento da raiz primaria de L.
sativa. Semelhante ao observado para L. sativa, uma redugdo na raiz primaria de A.
cepa foi observada no EB e fragdes.

Na analise dos resultados relacionados com o crescimento da radicula, quando
a alface foi utilizada, verificou-se que houve interferéncia, quando em contato com o FR
na concentracdo de 1000 ug.mL™"' e EB em todas as concentracdes testadas, quando

comparadas ao controle. Algumas diferengcas entre as amostras foram encontradas,
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como mostrado na TABELA 21. Por outro lado, nenhuma diferenca foi observada no

crescimento do hipocétilo, quando comparado com o controle e os outros tratamentos.

TABELA 21 — AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DA RADICULA E HIPOCOTILO DE SEMENTES

DE L. sativa (alface) e A. cepa (cebola) SUBMETIDAS AOS EXTRATOS E FRACOES DAS FOLHAS
E CAULES DA Bauhinia ungulata E MASSA SECA

Crescimento

Alface — Lactuca sativa L.

Radicula (mm) Hipocétilo (mm)
Tratamento 250 pg.mL™" | 500 ug.mL" | 1000 pg.mL™ | 250 pg.mL™ | 500 ug.mL" | 1000 pg.mL"
Amostra
EB 5,88+2,10°  5,90+0,67°"°  3,55%1,55° 4,05+1,28%  4,88+1,24%  4,48+0,89%
FH 8,08+0,48°9  7,33+0,9° 7,4841,95°¢9 | 4454085  4,00+0,87°  4,70+0,62°
FCL 7,53+0,90°®"  9,30+0,68°' 8,50+0,45%" | 4,53+1,03%  4,38+0,99°  4,33+1,05°
FAE 9,85+1,76'° 10,0+1,30° 8,45+0,49%" | 4,75+1,03*  5,10+1,41*  5,00+1,28?
FR 7,2840,98°®  8,03+1,89°%"  4,50+1,69%° 5,05+1,24°  4,83+1,80° 5,03+1,42°
Controle 8,882 57°9  8,88+2,57°° 8,882 57°¢ 4.80+1,30°  4,80+1,30°  4,80+1,30°
Cebola — Allium cepa L.
Radicula (mm) Coleoptilo (mm)

Tratamento 250 pg.mL” | 500 ug.mL" | 1000 pg.mL™ | 250 pg.mL” [ 500 pg.mL" [ 1000 pug.mL™
Amostra

EB 12,2841,36°  10,50+1,89%°  5,98+2,31° 17,3041,44%  17,041,21* 13,132,947
FH 9,63+0,98%° 7,40+1,90%° 8,08+2,20%° 15,77+¢2,77% 13,98+1,56% 12,38+1,09°
FCL 8.1 3:2,20;’; 8,95+1 ,52;; 9,13+1 ,85;; 14,33+1 ,65: 17,1 8i0,58; 16,93+0,48 :
FAE 8,78+2.14 8,08+1,66 8,23+1,87 14,90+1,59° 16,61,07 12,53+1,21
FR 7,85+1,98 9,50+1,78%°  9,70+1,20™° | 14,85+0,43% 18,73+1,55° 17,100,372
Controle 14,35+1,90° 14,35+1,90° 14,35+1,90° 12,58+1,35% 12,58+1,352 12 58+1,35°

Massa Seca
Alface- Lactuca sativa L. Cebola — Allium cepa L.

Tratamento 250 pg.mL” | 500 pg.mL” | 1000 pug.mL™ 250 pg.mL” | 500 pg.mL” | 1000 pug.mL™”
Amostra

EB 0,69+0,09%  0,72+0,07° 0,69+0,03% 2,7240,14°  2,94+0,09° 2,97+1,26°
FH 0,7240,05% 0,68+0,03% 0,74+0,07% 2,9840,14*  2,91+0,19* 2,93+0,21?
FCL 0,68+0,05? 0,630,072 0,65+0,07° 2,79+0,77°  2,87+0,24®  2,79+0,15°
FAE 0,620,062 0,630,122 0,64+0,07° 2,76+0,21°  2,99+0,14®  2,90+0,15°
FR 0,63+0,05° 0,620,072 0,70+0,06° 2,94+0,13°  2,88+0,11%  3,15+0,52°
Controle 0,71 0,07 0,71 +0,07° 0,71 £0,07% | 2,92+0,16®° 2,92+0,16° 2,92+0,16°

Média £ Desvio Padrdo. Extrato etandlico bruto (EB), Fragdo Hexéanica (FH), Fragdo Acetato
de etila (FAE) e Fracao Hidroalcodlica Residual (FR). Médias seguidas com a mesma letra

na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05).

Quando a cebola foi a espécie alvo, a inibicdo do crescimento radicular foi
observado com EB 1000 pg.mL™, FH 500 e 1000 pg.mL", FCL 1000 ug.mL", FAE em
todas as concentracdes testadas e FR na concentracdo de 250 ug.mL™'. Os efeitos
mais evidentes foram observados em tratamento com o EB (1000 pg.mL™") e FH (500
ug.mL™) que promovem 58,33% e 48,43% de inibicdo do crescimento da radicula. No
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que diz respeito ao crescimento do coleoptilo de cebola, alteracdo ocorreu apenas com
FR 500 ug.mL" que promoveu estimulo do crescimento em 48,89% em comparagio
com o controle. O efeito geralmente observado no crescimento inicial é a reducéao do
eixo hipocétilo-radicula da planta alvo, quando em contato com a amostra (AQUILA,
1999; RODRIGUES, 2002), e este efeito pode ser mais pronunciado no
desenvolvimento da radicula tendo em vista que ocorre um maior contato desta com o
papel de filtro embebido com a amostra (CHUNG et al., 2001).

Este fato foi demonstrado por Mourdo Junior et al. (2010) em um experimento
em que observaram 45,3% inibicdo do alongamento do hipocétilo de sementes de
Mimosa pudica quando em contato com o extrato metandlico obtido das folhas de B.
guaianensis e 36% para o obtido das raizes, e para a B. macrostachya foi de 44% e
50%, respectivamente. Comparando ao crescimento da radicula, quando foi utilizando o
extrato obtido das folhas de B. guaianensis, observou-se inibicdo de 88,7% e utilizando
o extrato das raizes, 75,3%, enquanto que para a B. machrostachya os valores foram
de 60,7% e 69% para as folhas e raizes (MOURAO JUNIOR et al., 2010). Portanto, foi
observada uma maior inibigdo do crescimento da raiz priméria da planta.

Acéo estimulante do crescimento, como o que ocorreu neste experimento, é
efeito pouco relatado na literatura. Aquila et al. (1999) relataram este fenbmeno quando
avaliaram a atividade alelopatica da Achyrocline satureioides (Lam) DC., sendo que a
mesma promoveu o crescimento em baixas concentragdes do extrato. Gorla et al (1997)
também observaram efeito estimulante no crescimento da radicula de plantulas de
tomate em 25% quando avaliaram a atividade alelopatica do extrato de Drimis winteri,
porém neste caso, com o aumento da concentragao foi observado atividade inibitéria.

As plantas produzem e estocam um grande numero de produtos do
metabolismo secundario nas suas diversas partes (folhas, caules, raizes, flores,
sementes), 0s quais sdo posteriormente liberados para o meio ambiente, chamados
aleloquimicos. Sao conhecidos mais de 10 mil metabdlitos secundarios com agao
alelopatica, e a interferéncia causada raramente é provocada por uma unica substancia,
sendo comum que o efeito se deva a um conjunto delas (MALHEIROS, PERES, 2001).

Os efeitos dos aleloquimicos podem variar conforme o 6rgao da planta onde
eles atuam (AQUILA et al., 1999), sendo capazes de causar inibicdes em um 6rgédo e
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pequenos incrementos em outro. Apesar de ser um resultado pouco frequente,
trabalhos anteriores ja relataram estimulos no crescimento da alface, sendo que uma
das explicacoes para este fato € uma é a ocorréncia de interferéncia dos aleloquimicos
sobre os fitormonios. Reigosa et al. (1999) relataram que os efeitos dos aleloquimicos
nos diferentes processos fisioldgicos de uma planta sdo dependentes da concentracao,
OU a0 menos se espera que sejam, promovendo ativagdes em baixas concentragdes e
inibicdes em altas concentragoes.

Na FIGURA 28 é possivel observar os efeitos inibitorios e estimulatérios sobre o
crescimento das plantulas.

Para massa seca (TABELA 21), ndo foi observada diferenga entre as amostras
e controle ou entre as amostras, tanto para as plantulas de alface como para as de
cebola. Gatti et al. (2004) estudando plantulas de rabanete submetidas a extratos de A.
esperanzae também nao registraram alteracées na massa, embora tenham observado

alteragdes no comprimento das plantulas, como o que ocorreu no experimento.
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FIGURA 28 - CRESCIMENTO DA RADICULA E HIPOCOTILO DE L. sativa E RADICULA E COLEOPTILO
DE A. cepa SUBMETIDOS A AMOSTRAS DE B. ungulata PELO ENSAIO ALELOPATICO. DADOS
EXPRESSOS EM PORCENTUAL EM RELACAO AO CONTROLE. * A MEDIA DO TRATAMENTO DIFERE
SIGNIFICATIVAMENTE (p < 0,05) EM COMPARAGAO COM A MEDIA DO CONTROLE PELO TESTE DE
TUKEY.

4.9.2 Conteudo de clorofila e respiracao radicular

Reducao do teor de clorofila total foi observada com as folhas de alface, quando
em contato com HF 250, 500 e 1000 pg.mL™", FCL e FAE 500 e 1000 pg.mL". Aumento
do teor de clorofila total foi observado com as folhas da cebola, quando em contato com
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a EB e FAE 250 e 500 pg.mL", HF e FCL 500 pg.mL", FAE e FR 250, 500 e 1000
ug.mL™.

Quando foi realizado o teste para verificar se as amostras influenciaram no
processo de respiracado, a estimulacdo ocorreu com as raizes da alface quando em
contato com HF 250 e 500 yg.mL™", FCL 1000 pug.mL", FAE 250, 500 e 1000 pg.mL" e
FR 500 e 1000 pug.mL™". Com as raizes da cebola a respiracéo foi estimulada com FAE
500 pg.mL". Estes resultados estéo ilustrados na TABELA 22.

TABELA 22 — CONTEUDO DE CLOROFILA TOTAL DAS FOLHAS E RE_SPIRAQAO DAS RAIZES
DE ALFACE E CEBOLA SOB TRATAMENTO COM EXTRATO E FRACOES DE Bauhinia ungulata
CONTEUDO DE CLOROFILA TOTAL (mg L)
ALFACE — Lactuca sativa L. | CEBOLA - Allium cepa L.

Tratamento 250 ug.mL™ 500 pg.mL™ 1000 pg.mL”" 250 pg.mL™ 500 ug.mL™ 1000 ug.mL’
Amostra
EB 11,2940,49%"  10,8140,2°" 11,06+0,15°"  12,20+0,12" 8,66+0,02"  2,44+0,70°
FH 5,53+0,43° 9,75+0,35°%°  9,8440,19°°  2.35:0,03"° 6,66+0,84°° 2,60+0,91%
FCL 10,05+0,57%"  8,65+0,56°°  8,47+0.16° 5,60+0,06°°  10,10+0.25%  4,23+0,73%°
FAE 10,80%0,18°9"  9,84+0,74°°* 8,96+0,30°""  6,25+0,53°"°  8,18040,87°  4,6210,73™°
FR 10,5740,62°9"  11,44+0,39" 10,52+0,37°9"  7,70+0,38°  7,150,°°°"  8,56+1,34"
Controle  11,20+0,26"" 11,20+0,26"  11,20+0,26%  4,15+0,90°  4,15+0,90°  4,15+0,90°
RESPIRACAO (Abs 530nm)
ALFACE — Lactuca sativa L. CEBOLA - Allium cepa L.

Tratamento 250 pg.mL” 500 ug.mL™" 1000 pg.mL™ | 250 pg.mL" 500 pg.mL” 1000 pg.mL’
Amostra
EB 0,030,012 0,11£0,04°°  0,12+0,09" 0,080,004 0,16:0,01*  0,15+0,03%
FH 0,14+0,03"° 0,14+0,01™  0,1210,02°° 0,20+0,03° 0,140,072 0,09+0,01?

+ b + bc + be + a + a + a
FRE oa0T  DIei00s™ 01T | 0291005 0205008  029s00r”

= C = C = C = = = b
FR 0,11£0,005” 0,20+0,007°  0,17+0,006° 0,22+0,01° 0,20+0,02°  0,20+0,003
Controle  0,03+0,02° 0,03+0,02° 0,03+0,02° 0,140,003  0,14+0,003%° 0,14+0,003°

Extrato etandlico bruto (EB), Fragdo Hexéanica (FH), Fracdo Acetato de etila (FAE) e Fragao
Hidroalcodlica Residual (FR). Média £ Desvio Padrao. Médias seguidas com a mesma letra e nimero na
mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05).

Um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética de plantas e,
consequentemente, ao crescimento e a adaptabilidade a diversos ambientes é o
conteudo de clorofila e carotenoides. Além da concentracdo total desses pigmentos, a
propor¢do entre eles e entre as clorofilas a e b muda em fungdo da intensidade
luminosa ou algum tipo de estresse. O conteudo de clorofila nas folhas frequentemente

é utilizado para estimar o potencial fotossintético das plantas, pela sua ligacao direta
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com a absorcdo e transferéncia de energia luminosa. Uma planta com alta
concentracao de clorofila e capaz de atingir taxas fotossintéticas mais altas (PORRA et
al.,1989; CHAPPELLE, KIM,1992).

A fotossintese pode sofrer influencia dos aleloquimicos, pois estes provocam
mudancas no conteudo de clorofila das plantas receptoras (CHOU, 1999). A reducao ou
o aumento da clorofila nos tratamentos pode ser atribuido a inibicdo ou estimulo da
biossintese de clorofila. Rice (1984) sugere que compostos alelopaticos podem
influenciar na rota de sintese de precursores de porfirina da biossintese de clorofila. Um
aumento no teor de clorofila, principalmente a b, pode ser relacionado a tentativa de
aclimatacao da espécie, devido sua funcao fotoprotetora (MARENCO; LOPES, 2005).

Com relagéo a respiragao radicular é possivel observar forte interferéncia das
amostras sobre as raizes de L. sativa. Com excecado da FCI as amostras interferiram
também na respiracdo de A. cepa, como observado na TABELA 22. A respiracao
celular também pode ser fortemente afetada pela presenca de aleloquimicos
(RICE,1984; REIGOSA et al., 1999) que interferem em varias etapas desse processo
em um ou mais niveis, dos quais dependem as respostas observadas (CHON et al.,
2000).

A respiracdo das células radiculares pode ser aumentada ou diminuida,
dependendo da natureza quimica dos compostos presentes nos extratos vegetais
empregados. Nas amostras testadas observou-se um forte estimulo da respiragéo
radicular observado principalmente com as raizes de L. sativa (FIGURA 29).

Ensaios alelopaticos anteriormente realizados com plantas do género Bauhinia
mostraram influéncias sobre a germinacdo e o desenvolvimento das espécies-alvo
utilizadas (MOURAO JUNIOR, SOUZA, 2010; MANOEL et al., 2009).

A alelopatia é definida pela Sociedade Internacional como a ciéncia que estuda
“qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas,
bactérias e fungos que influenciam no crescimento e desenvolvimento de sistemas
biologicos e agricolas” (OLIVEROS-BASTIDAS et al., 2009). Estes metabolitos
secundarios sdo conhecidos como aleloquimcos e podem ser encontrados nas raizes,

rizomas, folhas, caules, pélen, sementes e flores, sendo liberados no ambiente por
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exsudacao radicular, lixiviacdo de parte aérea e volatilizacdo ou pela decomposicao de
material vegetal (RICE, 1984).
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FIGURA 29- TEOR DE CLOROFILA TOTAL E RESPIRAGCAO DE L. sativa E A. cepa SUBMETIDAS AO
EB, FH, FCL, FAE E FR DE B. ungulata. DADOS EXPRESSOS EM PORCENTUAL EM RELACAO AO
CONTROLE. * A MEDIA DO TRATAMENTO DIFERE SIGNIFICATIVAMENTE (p <0,05) EM
COMPARAGAO COM A MEDIA DO CONTROLE PELO TESTE DE TUKEY.

Estudos com plantas que apresentam potencial alelopatico podem fornecer
informacdes sobre estratégias alternativas para manejo de plantas daninhas, reduzindo
a dependéncia de herbicidas tradicionais na produgcdo agricola, inseticidas e
nematicidas. Além disso, alguns autores sugerem que estes compostos com atividade
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alelopatica podem ser mais seletivos, biodegradaveis e menos poluentes que os
herbicidas tradicionais (MACIAS et al., 2000).

Desta forma, baseado nos resultados obtidos pode-se sugerir que a B. ungulata
seja fonte de aleloguimicos que interferem no desenvolvimento de outras espécies
podendo, portanto, ser utilizada em pesquisas com espécies invasoras e em ensaios
alelopaticos em casa de vegetacao a fim de complementar a aplicacao de suas folhas
na pesquisa de novos modelos de herbicidas.

4.10 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

4.10.1 Concentragao Inibitéria Minima

A TABELA 23 apresenta os resultados obtidos na técnica de microdiluicdo em
caldo para a determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM). A determinacéo da
CIM vem sendo bastante utilizada, principalmente devido a sua maior sensibilidade e
uso de quantidade minima de reagentes, o que possibilita um maior nimero de réplicas,
aumentando a confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al., 2008).

TABELA 23 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO E FRACOES DE Bauhinia ungulata
AVALIADO A PARTIR DO TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO
MICRO-ORGANISMO
S. aureus E. coli P. aeruginosa E. faecalis
ATCC 25923  ATCC 5922 ATCC 27853 ATCC 29212

AMOSTRA

EB 1250 pg.mL" 5000 pg.mL" 5000 pg.mL" 1250 pg.mL
FH >200 pg.mL"  >200 pg.mL"  >200 pg.mL" >200 pg.mL"
FAE >200 ug.mL" 5200 ug.mL"  >200 pg.mL" >200 pg.mL"
FCL >200 ug.mL" 5200 ug.mL"  >200 pg.mL" >200 pg.mL"
FR >200 pg.mL"  >200 pg.mL"  >200 pg.mL" >200 ug.mL"

Legenda: ATCC - American Type Culture Collection; CIM - Concentragao Inibitéria minima (ug.mL™"). > =
superior a. Interpretacéo da atividade: CMI = 100 ug.mL™" = inativo; CMI £ 100 ug.mL'= ativo.

A maior parte dos trabalhos considera extratos obtidos de plantas com bom
potencial inibitério se demonstram atividade em concentracdes de até 100 pg.mL™,
atividade inibitéria moderada de 100-500 pug.mL™, atividade fraca de 500-1000 pg.mL " e
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inativos maiores que 1000 pg.mL™ (DALL'ANGOL et al., 2003; AYRES et al., 2008). Por
outro lado Mitscher et al. (1972) considera inativo quando os valores da CIM estao
acima de 100 pg.mL’, pois ndo apresentam interesse para uso clinico. Portanto,
baseado no interesse clinico, ndo foi observada atividade do extrato e fracées sobre as
espécies analisadas, pois ao avaliar a atividade antibacteriana do EB foi observada CIM
acima de 1000 ug.mL' e para as fragdes as CIMs obtidas encontraram-se acima de
200 pg.mL", que foram as maiores concentragdes testadas.

Outras espécies de Bauhinia também foram analisadas com relacao a atividade
antibacteriana. Martinez et al. (2011) testaram a atividade do extrato etandlico de B.
variegata sobre Escherichia coli utilizando o método da difusdo em agar sem
observagao de inibigao do crescimento bacteriano. O mesmo ocorreu com Enterobacter
aerogenes, Providencia spp, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e Klebsiella spp que
mostraram-se resistentes ao contato com o extrato hidroalcodlico de B. forficata
também utilizando o método da difusdao em disco (GONCALVES et al., 2013). Folhas e
casca do caule de B. rufecsens foram submetidas a extracdo com éter de petréleo,
acetato de etila e metanol e os extratos resultantes submetidos a avaliagdo do potencial
antibacteriano utilizando MIC e difusdo em disco. De acordo com os autores
(MUHAMMAD; SIRAT, 2013) foi observado uma maior atividade do extrato acetato de
etila das folhas e cascas do caule contra P.aeuroginosa e B. subtilis e do extrato
metandlico contra P. aeruginosa. Eficacia antibacteriana também foi observada com os
extratos acetato de etila, n-butanol e metanol da casca do caule de B. rufescens contra
S. auereus e P. aeuroginosa (USMAN, 2009). Adicionalmente, o extrato n-hexano e
metanol de B. racemosa e B. variegata foram investigados contra Bacillus cereus, E.
coli, S. aureus e P. aeruginosa, sendo o extrato metandlico mais ativo. Souza et al.
(2004) utilizaram o método da difusdo em &gar para avaliar atividade dos extratos e
fracoes da B. forficata e B. microstachya, encontrando que somente uma fracdo da B.
forficata foi capaz de inibir crescimento da E. coli e S. aureus na concentragéo de 1.000

ug.mL". A B. microstachya ndo apresentou atividade antibacteriana.
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4.11. AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA

4.11.1 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

4.11.1.1 Nocicepcao induzida por formalina.

Os resultados do teste de avaliagdo da nocicepcao pela injecao de formalina
(modelo bifasico) na regido subplantar da pata de rato estao ilustrados nas FIGURAS
30, 31 e 32.

Os resultados da primeira fase estdo ilustrados na FIGURA 30. E possivel
observar que o EB nas concentracdes testadas ndo promoveu nenhuma interferéncia
no nuamero de flinches quando comparados ao grupo controle (veiculo), ou seja, que na
primeira fase ndo houve nenhum efeito significativo sobre a nocicepgao.

Nesta fase a sensibidade dolorosa esta relacionada ao estimulo direto da
formalina sobre o nociceptor (dor de origem neurogénica), e pode ser inibido por
substancias analgésicas de agao central, como a morfina e codeina (HUNSKAAR,
HOLE, 1987).

De acordo com os resultados é possivel afirmar que o EB nao apresenta uma
acao analgésica central nas doses testadas na Fase 1, tendo em vista que

apresentaram-se estatisticamente iguais ao veiculo (controle negativo).
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FIGURA 30 — EFEITO DO EB NO ENSAIO DE NOCICEPCAO INDUZIDO POR FORMALINA — FASE 1.
RATOS TRATADOS COM EB (1, 3, 9 E 27 mg/Kg i.p.) OU VEICULO QUE RECEBERAM INJECAO
SUBPLANTAR (50 pl/pata) DE SOLUGCAO DE FORMALINA 2,5%. AS BARRAS REPRESENTAM A
MEDIA + E.P.M. DE GRUPOS DE 8 ANIMAIS NA FASE 1. OS DADOS FORAM AVALIADOS POR
ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DE UMA VIA, SEGUIDA DO TESTE DE NEWMAN KEULS. *p<0,05
QUANDO COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.

O EB das folhas de B. ungulata reduziu a sensibilidade a dor somente na fase 2
(FIGURA 31) do teste da formalina (15-60 min) que representa a resposta ténica a dor,
que é acompanhada de uma resposta inflamatoria ocasionada pela liberagdo de
mediadores quimicos da inflamagdo (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TJOLSEN et al., 1992).
A fase 2 pode ser inibida por anti-inflamatérios ndo esteroidais e esteroidas, assim
como farmacos que atuam centralmente (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Na FIGURA 31, estdo ilustradas informacdes sobre a atividade das 4 doses
testadas. E possivel observar no grafico que as doses de 3, 9 e 27 mg/Kg foram
capazes de inibir a dor provocada pela formalina, quando comparados ao controle
(veiculo), correspondendo a uma inibicdo de 22,3% para a dose de 3 mg/Kg, 32,1%
para a dose de 9 e 23,4% para a dose de 27 mg/Kg, resultados observados pela
reducao no numero de flinches. Pode-se observar que na dose de 9 mg/Kg a reducao
do numero de elevagdes da pata houve uma maior inibicdo. J& com a dose de 1mg/Kg

nao foi possivel observar diferencas quando comparadas ao controle.
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FIGURA 31 — EFEITO DO EB NO ENSAIO DE NOCICEPGCAO INDUZIDO POR FORMALINA — FASE 2.
RATOS TRATADOS COM EB (1, 3, 9 E 27 mg/Kg i.p.) OU VEICULO QUE RECEBERAM INJECAO
SUBPLANTAR (50 uL / pata) DE SOLUCAO DE FORMALINA 2,5%. AS BARRAS REPRESENTAM A
MEDIA + E.P.M. DE GRUPOS DE 8 ANIMAIS NA FASE 2. OS DADOS FORAM AVALIADOS POR
ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DE UMA VIA, SEGUIDA DO TESTE DE NEWMAN KEULS. *p<0,05,
**p<0,01 QUANDO COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.

Com relagdo ao numero de flinches totais (soma da fase 1 e 2) pode-se
observar que com a dose de 3 mg/Kg houve uma reducao de 22%, com 9 mg/Kg a
reducdo foi de 29,46% e com a dose de 27 mg/Kg observou-se reducéo de 28,78% em
relacao ao controle (FIGURA 32).
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FIGURA 32 - EFEITO DO EB NO ENSAIO DE NOCICEPCAO INDUZIDO POR FORMALINA -
FLINCHES TOTAIS. RATOS TRATADOS COM EB (1, 3, 9 E 27 mg/Kg i.p.) OU VEICULO QUE
RECEBERAM INJECAO SUBPLANTAR (50 uL / pata) DE SOLUGAO DE FORMALINA 2,5%. AS
BARRAS REPRESENTAM A MEDIA + E.P.M. DE GRUPOS DE 8 ANIMAIS NO NUMERO DE
FLINCHES TOTAIS. OS DADOS FORAM AVALIADOS POR ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DE
UMA VIA, SEGUIDA DO TESTE DE NEWMAN KEULS. **p<0,01 e ***p<0,001 QUANDO COMPARADO
AO GRUPO CONTROLE.

A formalina (estimulo quimico) produz uma nocicep¢ao bifasica distinta, com a
primeira fase iniciando imediatamente ap6s a injecdo até 5 minutos, seguida por uma
periodo quiescente com reducao dos flinches, e a segunda fase com retorno a niveis
elevados de nocicepcdo a partir de 15 minutos continuando até 60 minutos
(HUNSKAAR, HOLE, 1987; ARAUJO et al, 2008). Estas fases tém propriedades
diferentes e sao ferramentas muito Uteis, ndo sé para avaliar a poténcia de analgésicos,
mas também para auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de dor e analgesia. A acao
de analgésicos é diferente nas primeira e segunda fases. Farmacos opibides, por
exemplo a morfina, que atuam principalmente em nivel central, inibem ambas as fases
(HUNSKAAR et al, 1985). Farmacos como a dexametasona, hidrocortisona e
indometacina inibem somente a segunda fase que esta relacionada a uma acao
periférica (CHEN et al., 1995; ARAUJO et al., 2008). No presente estudo o EB foi capaz
de inibir apenas a segunda fase do teste.
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Outras plantas pertencentes ao mesmo género também foram avaliadas com
relagcdo a atividade antinociceptiva, como por exemplo o extrato hidroalcodlico da B.
splendens quando utilizado na dose de 1-60 mg/kg (i.p.) € 50-400 mg/kg (oral), também
demonstrou atividade frente a nocicepg¢ao induzida pela formalina. Inibiu a primeira e
segunda fase em 68 + 6 e 99 + 1%, respectivamente, por viai.p. e 37 6 e 69 + 9% e
por via oral (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002). Silva et al. (2005) também verificaram
reducdo do efeito da formalina com o uso por via oral do extrato aquoso de B.
cheilantha em camundongos, com percentagem de inibicdo de 53,9% para a fase 1 e

57,4% para a fase 2 na dose de 100 mg/Kg.

4.11.1.2 Contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético

O numero de contor¢gées abdominais induzidas pelo acido acético (estimulo
quimico) em camundongos foi reduzido em 67,9% pela administracdo do EB das folhas
de B. ungulata na dose de 43,3 mg/Kg (via ip.), em relacdo ao controle negativo
(veiculo). Este efeito foi observado com menor intensidade para os tratamentos de 4,8 e
13,8 mg/Kg (8,29% e 33,16% respectivamente) que foram estatisticamente idénticos ao
veiculo. Os resultados estdo ilustrados na FIGURA 33 e é possivel observar a inibigao

das contor¢des promovidas pelo EB.
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Contorcoes Abdominais Induzidas
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FIGURA 33 - EFEITO DO EB NAS CONTORGOES ABDOMINAIS EM CAMUNDONGOS INDUZIDAS
PELO ACIDO ACETICO. OS ANIMAIS RECEBERAM EB (4,8 — 13,8 MG/KG) OU VEICULO 30 MIN
ANTES DE RECEBER SOLUGAO DE ACIDO ACETICO 0,6% POR VIA IP. AS BARRAS
REPRESENTAM A MEDIA+E.P.M. DO NUMERO DE CONTORCOES ABDOMINAIS AVALIADOS EM 30
MIN (7 ANIMAIS/GRUPO). OS DADOS FORAM AVALIADOS POR ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA)
DE UMA VIA, SEGUIDA DO TESTE DE NEWMAN KEULS. OS SIMBOLOS ACIMA DAS BARRAS
MOSTRAM AS DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS EM COMPARAGAO COM O GRUPO VEICULO/ACIDO
ACETICO (***p<0,001).

Neste modelo o agente nociceptivo acido acético é o agente flogistico que
provoca irritagcdo na membrana do peritbnio e como consequéncia desencadeia uma
série de movimentos estereotipados como contragdo da parede abdominal, rotagdo do
corpo e extensdo das patas traseiras (LE BARS et al., 2001). Adicionalmente, promove
uma inflamagédo aguda do peritonio, e liberacdo de mediadores enddégenos (histamina,
serotonina, prostaglandinas e citocinas), que estimulam os nociceptores que sao
sensiveis aos anti-inflamatoérios nao-esterdides e/ou opidides (COLLIER et al., 1968;
DUTRA et al., 2006; DANIEL et al., 2009). A inibicdo das contorcbes pode estar
envolvida com o mecanismo de inibicdo na génese destes mediadores enddgenos,

apresentando atividade sobre processos inflamatérios.
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Reducao no numero de contor¢cdes também foi observado com outra planta do
mesmo género em que o extrato hidroalcdolico de B. splendens, na dose de 3-60 mg/kg
(i.p) ou 50-400 mg/kg (oral) causou inibicao dose-dependente, com Dlsy de 3 mg/kg (via
i.p) e 177,6 mg/kg (via oral) e inibicdo maxima de 95 + 2 e 61 £ 6%, respectivamente.
Comparativamente, a B. ungulata apresenta potencial antinociceptivo neste modelo,
mas inferior ao da B. splendens (WILLAIN FILHO et al., 1997).

4.11.1.3 Teste da placa quente

Como demonstrado na TABELA 24, o EB nao promoveu atividade
antinociceptiva no teste da placa quente (estimulo térmico) nas doses testadas e no
periodo analisado, pois os resultados nao diferem estatisticamente do controle. O EB
nao foi capaz de aumentar o tempo de tolerancia a dor.

TABELA 24 — ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO EB DE Bauhinia ungulata AVALIADA ATRAVES DO
TESTE DA PLACA QUENTE

GRUPO Média do tempo de Apés 30 minutos
laténcia inicial

Controle 9,62 +1,27 8,83 +4,52
EB 3mg/Kg 9,40 + 2,76 9,41+ 2,76
EB 9mg/Kg 8,06+ 2,27 7,81+ 2,27
EB 27 mg/Kg 10,97+ 2,67 8,43+ 2,67

EB=extrato etandlico bruto. Valores sdao média £ E.P.M (n=8). Os dados foram avaliados por anélise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de tukey.

O teste da placa quente, € um teste seletivo para deteccdo de substancias
analgésicas com efeito central e que apresenta seletividade para analgésicos derivados
de opidides, e os resultados sugerem que o EB néo esta relacionado com a ativagao
dos receptores opidides (SILVA et al., 2009). Ao contrario dos resultados obtidos no
presente estudo, Gupta et al. (2005) reportam que o extrato metandlico da B. racemosa
nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg (vo) produziram aumento significativo no tempo de
laténcia dos animais expostos a placa quente.
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4.11.2 Avaliagao da atividade anti-inflamatéria
4.11.2.1 Edema de Pata Induzido por Carragenina

Os resultados relacionados ao ensaio do edema de pata induzido por
carragenina sao ilustrados na FIGURA 34. Além dos tratamentos com o extrato (3, 9 e
27 mg/Kg) e veiculo, é possivel observar um subgrupo que corresponde aos animais

cuja pata recebeu tratamento somente com salina.

Edema de Pata induzido
por Carragenina
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FIGURA 34 —EFEITO DO EB SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA. CADA
COLUNA REPRESENTA O VOLUME MEDIO DA PATA + EPM. OS DADOS FORAM SUBMETIDOS A
ANALISE DE VARIANCIA ANOVA SEGUIDO DO TESTE DE NEWMAN KEULS. ASTERISCOS
INDICAM DIFERENGCAS SIGNIFICANTES COMPARADAS COM O GRUPO VEICULO/CARRAGENINA
(***p<0,001). # INDICAM DIFERENCAS SIGNIFICANTES COMPARADAS COM O GRUPO

TRATAMENTO SALINA.

A partir dos resultados é possivel observar que o edema formado nas patas dos
animais que receberam carragenina, apds 4 horas, € visualmente maior do que o

provocado para 0S grupos que receberam somente injecdo de salina. Analisando
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estatisticamente o0s grupos tratado somente com salina e os grupos que receberam
carragenina, € possivel observar que as diferengas sao significativas, demonstrando
que o edema foi instalado. Comparando as doses utilizadas nos grupos que receberam
a carragenina, é possivel observar que somente os animais que foram tratados com a
dose de 9 mg/Kg obtiveram uma reducédo do edema de pata de forma significativa ao
final das 4 horas de experimento quando comparados ao grupo tratado somente com
veiculo e carragenina (controle negativo). A reducao foi de 38,6% para a dose de 9
mg/Kg, enquanto que para a dose de 3 mg/Kg houve uma reducao de 10,6% e na dose
de 27 mg/Kg a reducéo foi de 8,5%.

O edema da pata induzido por carragenina € um modelo de inflamagcao aguda
que envolve uma resposta gradual e complexa (WINTER et al.,, 1962). A evolugao do
edema é marcada pela liberacdo de varios mediadores inflamatérios, tais como
histamina, bradicinina, serotonina e prostaglandinas (DI ROSA et al., 1971).

Ao avaliar o extrato da casca do caule de B. guianensis, Carvalho et al. (1999)
encontraram significativa atividade anti-inflamatéria quando comparada com os controle
no ensaio do edema de pata induzido por carragenina. Resultado semelhante foi
observado com o exirato aquoso obtido de folhas de B. purpurea (ZAKARIA et al.,
2007). Gupta et al. (2005) trabalharam com o extrato metandlico da casca de B.
racemosa e obtiveram uma inibicao de 28,1, 39,3 e 44,9% nas doses de 50, 100 e 200

mg/kg (v.0) respectivamente quando comparadas ao controle.

4.11.2.2 Atividade da mieloperoxidase (MPO) e analise histoldgica

Com relacdo aos resultados obtidos na avaliagdo da atividade da
mieloperoxidase, é possivel observar uma redugéo na atividade da enzima, ilustrado na
FIGURA 35, nos animais pertencentes aos grupos tratados com o EB e com a droga
padrao dexametasona quando comparados aos animais do grupo controle (receberam
somente a carragenina). Todo material retirado da pata do animal foi pesado e néo foi
observado diferenca estatistica significativa entre a massa dos mesmos, demonstrado
que as amostras sao de tamanhos iguais.
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FIGURA 35 - EFEITO DO EB E DEXAMETASONA (DEXA) ADMINISTRADOS POR VIA
INTRAPERITONEAL SOBRE O AUMENTO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE INDUZIDO PELA
CARRAGENINA. AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM A MEDIA + E.P.M. (n=5). OS SIMBOLOS
REPRESENTAM O NIVEL DE SIGNIFICANCIA QUANDO COMPARADO AO GRUPO CONTROLE Q).
***p<0,001. # INDICAM DIFERENCAS SIGNIFICANTES COMPARADAS COM O GRUPO QUE NAO
RECEBEU NENHUM TRATAMENTO (NAIVE).

Nos grupos tratados com o extrato nas doses de 3, 9 e 27 mg/Kg foi possivel
observar uma redugéo de 63,03 + 1%, 72,83 + 1,4% e 89,76 + 1,4%, respectivamente, e
no grupo tratado com a dexametasona observou-se uma reducéo de 98,89 + 0,8% na
atividade da MPO. Estatisticamente, ndo foi observado diferenca significativa nos
resultados obtidos entre os grupos tratados com as 3 doses do EB. Adicionalmente, a
reducdo da atividade da MPO observada com os animais previamente tratados com as
trés doses do EB também foram equivalentes aos tratados com a dexametasona.
Também nao foi observado nenhuma diferenca estatistica entre o grupo NAIVE e o
grupo veiculo, desta forma é possivel afirmar que o veiculo utilizado para solubilizagao
do extrato néo influenciou nos resultados obtidos.

A mieloperoxidase (MPO) é uma das enzimas corporais que produzem
espécies reativas de oxigénio (EROs), que catalisa a reacdo de formacdo do acido
hipolcoroso (HOCI) a partir do perdxido de hidrogénio (H2O2) e ions cloreto (KETTLE,
GEDYE, WINTERBOURN, 1997). Esta enzima que desempenha um papel fundamental
na defesa do hospedeiro, é armazenada no interior de granulos azurofilicos dos

neutrofilos em concentracao relativamente alta (até 5% do peso seco da célula) e é
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liberada durante a fagocitose, promovendo a destruicdo de micro-organismos
patogénicos pelo HOCI. A MPO também pode ser responsavel por uma série de danos
nos tecidos do hospedeiro, quando fora dos neutrdfilos, principalmente pela oxidacao
de biomoléculas (BOUFADI et al., 2014). O aumento da atividade da MPO e producao
de EROs, especialmento o HOCI, estdo associados a varias patologias, como a
aterosclerose, cancer, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, infarto do miocardio,
entre outros.

E possivel relacionar um aumento da atividade da MPO, em proporgao direta,
ao numero de neutrofilos infiltrados no tecido (VENGE, 1994), podendo ser utilizada
como marcador da infiltracdo. Portanto, uma reducédo na atividade desta enzima pode
ser interpretada como uma manifestacao de atividade anti-inflamatéria (VELJACA et al.,
1995). Nos resultados obtidos com o EB de B. ungulata é possivel observar uma
reducdo na atividade desta enzima, sugerindo possivel interferéncia na migracao
celular durante o processo inflamatorio. A infiltracdo tecidual de leucécitos
polimorfonucleares, vasodilatagdo e edema, sdo observados ap6s a administracdo da
carragenina, e sao caracteristicos do processo inflamatério (HORINOUCHI et al., 20183).

Para confirmar que a reducao na atividade da MPO pudesse estar relacionada
com reducdo da migragao leucocitaria, foi realizada a andlise histologica. Na FIGURA
36 é possivel verificar cortes histolégicos representativos das patas dos ratos 24 horas
apds tratamento com carragenina, e é possivel observar a presenca de infiltrado de
leucocitos em todos os grupos analisados, ilustrados pelos pontos azuis arroxeados na
Figura 36 (A-F), em que é observado uma quantidade significativamente maior é
encontrada no Grupo controle(FIGURA 36A). No grupo tratado com a dose de 3mg/Kg
ainda é possivel observar uma grande quantidade de leucécitos, porém nos grupos
tratados com 9, 27 mg/Kg, dexametasona e veiculo verifica-se uma quantidade inferior.
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FIGURA 36 - FOTOS REPRESENTATIVAS DOS CORTES HISTOLOGICOS DAS PATAS DOS RATOS
CORADOS COM HEMATOXILINA-EOSINA (HE) (400x, ESCALA DE 100 pm), 24 HORAS APOS
APLICACAO DE CARRAGENINA. (A) CARRAGENINA, (B) VEICULO, (C) TRATAMENTO COM
DEXAMETASONA (D) TRATAMENTO COM EB 3mg/Kg (E) TRATAMENTO COM EB 9mg/Kg (E)
TRATAMENTO COM EB 27mg/Kg. AS SETAS INDICAM A PRESENCA DE DE INFILTRADO CELULAR
NAS AMOSTRAS COLETAS

A inibicdo da infiltracdo celular pode ser confirmada pela quantificacdo dos
leucocitos na derme, e os resultados sdo apresentados na FIGURA 37. O tratamento
com EB foi capaz de reduzir a infiltragdo celular, apresentando inibicdo de 35,63 *
1,1%, 41,92 £ 0,8% e 61,02 + 1,6% para as doses de 3, 9 e 27mg/Kg respectivamente,
e 73,28 + 0,9% com a dexamentasona de maneira comparavel com o controle
(considerado 100%). E possivel verificar que a reducédo da atividade da enzima MPO
pode ser resultado de uma acdo sobre a migracdo de neutrofilos para o tecido
inflamado, pois nesta analise histolégica verificamos uma reducao na celularidade nas 3
doses utilizadas (FIGURA 37).
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FIGURA 37 - EFEITO DO EB DA DEXAMETASONA SOBRE A I\_/IIGRAQ/:\O LEUCOCITARIA INDUZIDA
PELA APLICACAO DE CARRAGENINA. A QUANTIFICAGAO FOI REALIZADA ATRAVES DA
CONTAGEM DOS LEUCOCITOS TOTAIS COM AUMENTO DE 400X EM CINCO CAMPOS DISTINTOS
DE QUATRO CORTES HISTOLOGICOS DE CADA GRUPO. AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM
A MEDIA + E.P.M. (n=5). OS SIMBOLOS REPRESENTAM O NIiVEL DE SIGNIFICANCIA QUANDO
COMPARADO AO GRUPO CONTROLE _(C). ***p<0,001. # INDICAM DIFERENCAS SIGNIFICANTES
COMPARADAS COM O GRUPO QUE NAO RECEBEU NENHUM TRATAMENTO (NAIVE).

Estatisticamente, ndo foi observado diferenga significativa nos resultados
obtidos entre os grupos tratados com as 3 doses do EB, todos reduziram a quantidade
de infiltrado celular quando comparado ao controle. Adicionalmente, a redugcdo da
celularidade observada com estes animais também foram equivalentes aos tratados
com a dexametasona. Também néo foi observado nenhuma diferenca estatistica entre
o grupo NAIVE e o grupo veiculo, desta forma é possivel afirmar que o veiculo utilizado
para solubilizagdo da carragenina n&o influenciou nos resultados obtidos.

Analisando os resultados fica evidente que o EB é capaz de diminuir a atividade
da MPO, sugerindo possivel interferéncia na migracao celular durante o processo
inflamatério. A analise histologica claramente confirmou que o EB, assim como a
dexametasona, inibiu o influxo de polimorfonucleares induzido pela carragenina na pata
do rato.

Com relacdo a capacidade de reduzir a atividade desta enzima, outras plantas
do mesmo género foram analizadas. Sousa et al. (2004) demonstraram em um estudo
atividade inibitoria da MPO pelo isolado Canferol-3,7-O-(R)-diramnosideo
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(kaempferitrina), o flavonoide encontrado em maior quantidade nas folhas da B.
forficata. Ja Khalil, Pepato e Brunetti (2008) demonstraram em um experimento forte
atividade inibitéria do extrato aquoso da B. forficata sobre a MPO, com 61% de inibigao
na dose de 25 pug.mL™ e 85% com 50 ou 100 ug.mL™. O extrato metandlico das folhas
de B. tomentosa também demonstrou redugdo da MPO em um experimento conduzido
em modelos de colite ulcerativa induzida por acido acético (KANNAN;
GURUVAYOORAPPAN, 2013). Com relagdo aos compostos isolados das folhas da B.
ungulata, Petacci et al. (2010) relatam que a astilbina € um potente antioxidante que
inibe de forma eficiente a MPO. Além disso o canferol também mostrou-se eficiente na
inibicdo da enzima (REGASINI et al., 2008b; BOUFADI et al., 2014).

4.11.3 Efeito do extrato sobre o desempenho motor no teste de atividade locomotora

Como ilustrado na FIGURA 38, foi observado que o EB obtido das folhas de B.
ungulata nao modificou o parametro comportamental avaliado (numero total de
cruzamentos ou quadros andados) quando comparados com o grupo veiculo.

Pelo fato de nao terem sido observadas diferencas entre os animais tratados
com o EB nas trés doses e o veiculo, é possivel concluir que o EB nas doses testadas,
nao interfere na atividade locomotora do animal. Desta forma, € possivel afirmar que os
resultados obtidos nos modelos de antinocicep¢ao nao foram causados por uma

possivel acao sobre a atividade locomotora ou relaxante muscular.
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FIGURA 38 - EFEITO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO E VEICULO SOBRE O PARAMETRO
COMPORTAMENTAL FREQUENCIA DE LOCOMOGAO NO TESTE DO CAMPO ABERTO. OS ANIMAIS
FORAM TRATADOS INTRAPERITONEALMENTE COM O VEICULO E EXTRATO (3, 9 e 27 mg/Kg, i.p.)
30 MINUTOS ANTES DO TESTE. CADA COLUNA REPRESENTA A MEDIA DE 8 ANIMAIS E AS
BARRAS VERTICAIS INDICAM OS ERROS PADROES DA MEDIA (EPM). OS DADOS FORAM
SUBMETIDOS A ANALISE DE VARIANCIA ANOVA SEGUIDO DO TESTE DE NEWMAN KEULS.
ASTERISCOS INDICAM DIFERENGAS SIGNIFICANTES COMPARADAS COM O GRUPO VEICULO
(***p<0,05).

4.12. ATIVIDADE SOBRE NEUTROFILOS HUMANOS

Os resultados observados com as substancias isoladas sdo apresentados na

TABELA 25 e sdo expressos como ativagao positiva (+) e negativa (-).

TABELA 25 — ATIVIDADE DAS AMOSTRAS DE Bauhinia ungulata L. SOBRE NEUTROFILOS
HUMANOS

CONCENTRACAO (ug. mL™) CONTROLES
AMOSTRA 2,5 5 10 15 PMA NBT SANGUE
Astilbina - - - - + - -
Quercetina - + - + -
Engeletina - - + + -
Afzelina - - - - + -
Canferol - + - - + -

NOTA: PMA (13-acetato de forbol éster 12-miristato)=(+) ativagéo positiva; NBT (azul de p-Nitrotetrazélio)
e sangue = ( - ) ativagdo negativa
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E possivel observar que somente os composto BAU3A (5 ug.mL™"), BAU4 (15
ug.mL™) e BAU5 (5 pug.mL™") ativaram neutréfilos. Na FIGURA 39 é possivel observar
fotos dos controles negativos (neutréfilos (A), neutréfilos com NBT (B) e positivo
(neutréfilo com PMA) utilizados no experimento.
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FIGURA 39 — NEUTROFILOS ISOLADOS: (A) SEM TRATAMENTO (B) COM NBT (C) COM PMA

Os neutroéfilos sao considerados a primeira linha de defesa do organismo pois
sao os primeiros componentes celulares do sistema imune inato que chegam aos sitios
de inflamagdo, onde se encontram 0s micro-organismos invasores e particulas
estranhas. Quando estimulados sdo capazes de produzir um metabolismo oxidativo
conhecido como “burst” (surto ou explosédo) oxidativo ou respiratério caracterizado pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que sdo essenciais para a defesa
contra microrganismos na fagocitose (BRIHEIM et al., 1984).

O metabolismo oxidativo dos neutréfilos € mediado pelo complexo enzimatico
chamado nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADPH) oxidase, que catalisa a
producdo do anion superéxido O, pela reducdo do oxigénio, tendo o NADPH como
doador de elétrons.

Apbs a fagocitose, inicia-se 0 processo da montagem do complexo NADPH
oxidase e essas células comecam a exploséo respiratéria, caracterizada pelo rapido
consumo de glicose e de oxigénio molecular, utilizados na producao intensa de radicais
livres de oxigénio, altamente reativos (DELEO et al., 2009; RIGBY; DELEO, 2012). A

producdo destes radicais pode ser visualizada através da redugcdo do azul p-
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Nitrotetrazélio (NBT) levando a formagcao de um produto de coloracdo azul (formazan)
que se deposita no citoplasma do neutréfilo (FORTE et al, 1999), observado nas
amostras que apresentaram ativacao positiva, como o PMA.

Substancias que estimulam os neutréfilos a liberarem radicais ativos de
oxigénio, ou seja, imunomoduladoras, podem ser estudadas para a utilizacdo em
doencas que apresentam defeito funcional desses fagocitos, como por exemplo, a
doenca granulomatosa crénica, ou em outras doencas como parasitarias e bacterianas,
em que a ativacao dos neutroéfilos para liberacao de espécies reativas de oxigénio seja
necessaria (DIAS, 2012).

4.13 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR REDUGCAO DO MTT

Os resultados de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade por redugéo do
MTT estdo demonstrados na FIGURA 40. As substancias isoladas BAU2, BAUSA,
BAU4 e BAU6 nas diferentes concentracdes testadas ndo demonstraram atividade
citotoxica significativa sobre as células da linhagem SiHa nas concentragdes testadas,
tendo em vista que as viabilidades celulares dos ensaios foram superiores a 50%. O
controle positivo, Doxorrubicina (Doxo), mostrou claramente ser citotoxico pois
apresentou média de 18,44% de células vidveis no experimento.

Este ensaio foi realizado em face da necessidade de se encontrar novos
farmacos com atividade antineoplasica, procurando identificar substancias isoladas de
plantas brasileiras capazes de impedir a proliferacao de células de carcinoma cervical
infectadas por HPV-16 (SiHa).

Atualmente, o cancer cervical é considerado a segunda causa mais comum
entre as mulheres e encontra-se associado ao Papilomavirus Humano (HPV), que
infecta células epiteliais escamosas, dando origem a grandes lesdes.

O fundamento do teste de MTT esta relacionado com a capacidade que as
células vidveis possuem de reduzir o sal tetrazélico MTT em um produto de cor azul
denominado formazam (cor violeta e insoltvel). Esta reagdo ocorre na mitocondria e é

mediada pela enzima intracelular succinato-desidrogenase. O resultado do teste é
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dependente, portanto, da populacao celular viavel, capaz de metabolizar o formazan
(MOSMANN, 1983). O MTT é clivado pelas células vivas, mas nao pelas células mortas
ou por eritrcitos, desta forma é um teste Util para avaliacao da viabilidade celular.

Com relagao a outras plantas do mesmo género, foram localizados na literatura
somente estudos de atividade citotdxica contra outras linhagens celulares que dao
origem a outros tipos de cancer. O extrato metandlico da B. purpurea foi testado contra
trés linhagens de células tumorais a MDA-MB435 (melanoma- humano), HCT-8 (célon -
humano) e SF-295 (glioblastoma - humano) apresentando baixa toxicidade (SANTOS et
al., 2014). Também nado foi observado nenhum efeito citotéxico de flavonoides
glicosilados (quercetina-3-O-galactopiranosideo, miricetina-3-O-galactopiranosideo e 2"-
O-rhamnosilvitexina obtidos da B. galpinii (ADEROGBA et al., 2007).
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FIGURA 40 - ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (MTT). PORCENTAGEM DE CELULAS
VIAVEIS NA LINHAGENS SIHA (HPV16)TRATADAS COM ASTILBINA (A), QUERCETINA
(B), ENGELETINA (C) E CANFEROL (D). OS DADOS REFEREM-SE AS MEDIAS (M) DE
TRES EXPERIMENTOS INDEPENDENTES E ERRO PADRAO (M + EP). DOXO=
DOXORRUBICINA
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5 CONCLUSAO

As amostras analisadas com relacdo aos parametros farmacopeicos, teor de
agua e cinzas totais, estdo de acordo com o estabelecido na Farmacopeia Brasileira.

Na analise fitoquimica preliminar foi possivel observar através das reagdes de
caracterizacao utilizadas a presenca de leucoantocianidinas, heterosideos
antraquinbnicos e esteroides triterpenos na FH; alcaloides, flavonoides e esteroides
triterpenos na FCL; alcaloides, leucoantocianidinas, flavonoides, heterosideos
antraquinonicos e esteroides triterpenos na FAE e alcaloides e esteroides triterpenos na
FR além de aminogrupos, taninos condensados e acidos fixos no extrato aquoso.

O extrato bruto etandlico obtido a partir das folhas de Bauhinia ungulata foi
fracionado com solventes de polaridade crescente obtendo-se as fragées hexano (FH),
cloroférmio (FCL), acetato de etila (FAE) e hidroalcodlica residual (FR).

A FAE foi submetida a cromatografia em coluna e posteriormente a separagao
dos constituintes por CLAE obtendo-se 7 compostos, BAU1, BAU2, BAU3A, BAU3AT1,
BAU4, BAU5 e BAUG6, sendo idenfiticados os compostos BAU2 (astilbina), BAU3A
(quercetina), BAU4 (engeletina), BAUS (afzelina) e BAU6 (canferol).

Sobre 0 ensaio com a Artemia salina, as amostras testadas nao apresentaram
toxicidade, pois os resultados da CLs, foram superiores a 1000 pg mL™.

Com relacdo aos ensaios de atividade hemolitica as amostras avaliadas nao
apresentaram toxicidade frente aos modelos testados.

O conteudo de fendlicos totais do extrato e fracdes foram considerados altos,
com destaque para a FAE, podendo correlacionar estes resultados com um alto poder
antioxidante.

Alto nivel de atividade antioxidante foi observado com o extrato e fracdes, pelos
métodos analisados utilizando fosfomolibdénio, radical DPPH e TBARS, podendo a
planta ser considerada como nova fonte de antioxidantes naturais.

No bioensaio da germinacao da avaliacao da atividade alelopatica foi possivel
observar que somente o EB e FH foram capazes de inibir o IVG e o tamanho da
radicula da alface mas n&o interferiu na massa seca. Fracao hexano, FAE e FCL foram
capazes de reduzir o teor de clorofila da alface e cebola e na respiragdo somente a
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alface sofreu interferéncia. Com base nos resultados obtidos, é possivel sugerir que
compostos alelopéaticos estavam presentes nos extratos e ocasionaram tais efeitos.

No ensaio de atividade antibacteriana nédo foi verificada a inibicdo do
crescimento das bactérias testadas com EB e fracdes.

Nos ensaios da atividade farmacoldgica, baseado nos resultados obtidos dos
testes de contor¢des abdominais, formalina, edema de pata, observa-se que o extrato
etandlico possui efeito antinociceptivo. Acao anti-inflamatéria foi observada com o teste
do edema de pata induzido por carragenina e demonstrado pela redugcao da atividade
da mieloperoxidase principalmente pela reduc¢ao da infiltracdo de polimorfonucleares.

As substancias quercetina (5 pug.mL™"), engeletina (15 pug.mL") e afzelina (5
ug.mL™") apresentaram-se como ativadoras dos neutréfilos humanos, ou seja,
imunomoduladoras.

As substancias isoladas astilbina, quercetina, engeletina e canferol nao
demonstraram atividade citotoxica significativa sobre células viaveis na linhagens SiHa
(HPV16).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os flavonoides encontrados na FAE provenientes das folhas de B. ungulata ndo
sdo inéditos, mas quatro deles (astilbina, engeletina, afzelina e canferol) foram
encontradas pela primeira vez nesta espécie.

Pelos ensaios realizados neste trabalho, o extrato etandlico e as fragdes nao
apresentaram-se toxicos frente a A. salina ou hemoliticos, dando indicios de seguranga
em um possivel uso terapéutico desta espécie, o que deve ser confirmado em ensaios
futuros. Também néo foi observada atividade antibacteriana do extrato e fracdes, além
da citotéxica de compostos isolados frente as cepas e linhagens celulares utilizadas.

Os ensaios realizados com o extrato etandlico e fragdes demonstraram que as
folhas sado fonte potencial de substancias polifendlicas, como os flavonoides
encontrados. Ao avaliar o potencial antioxidante in vitro, os resultados indicaram que a
espécie pode ser uma fonte promissora de antioxidantes naturais, com destaque para a
FAE, que estimulam novos estudos relacionados a atividades farmacoldgicas
objetivando a producdo de medicamentos destinados ao tratamento de patologias
associadas as espécies reativas de oxigénio.

Com relacdo ao potencial alelopatico os resultados obtidos evidenciam que
extrato e fragcdes das folhas de B. ungulata, em algumas concentragbes sao capazes de
interferir no metabolismo, principalmente no crescimento radicular, teor de clorofila e
respiracao radicular das espécies avaliadas. Estas informacdes poderao ser Uteis para
futuras pesquisas de desenvolvimento de compostos quimicos bioativos que servirdo
de modelo para estudo de herbicidas potenciais para controle de eudicotiledéneas e
monocotileddneas.

Com relagdo a avaliagdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria em
modelos in vivo, observou-se que o extrato etandlico obtido das plantas apresentou
atividade, sendo necessaria a complementacdo do estudo com a investigacao dos
compostos isolados do extrato e de seus mecanismos de acao.

No estudo de avaliagcdo da atividade imunomoduladora foi observado que
alguns compostos presentes na FAE em algumas concentragées foram capazes de
estimular neutréfilos, sugerindo-se possivel eficAcia em algumas patologias
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relacionadas a defeito funcional desses fagocitos. Atividade esta que deve ser
confirmada em estudos futuros.

Diante dos resultados apresentados neste trabalho pelas amostras obtidas das
folnas de Bauhinia ungulata L. é possivel inferir a ela propriedades capazes de
influenciar sistemas biolégicos, sendo considerada espécie interessante para
investigacdo de atividades farmacolégicas e o desenvolvimento de futuros
medicamentos.
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as normas élicas estabelecidas pela Resolugdo CNS 196/96, foi analisado pelo
Comité de Efica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Salde da UFPR, em reunido
realizada no diz 01 de dezembro de 2010 e apresentou pendéncia(s). Pendéncia(s)
apresentada(s). decuriznto(s) analisado(s) e projeto aprovado em 01 de fevereiro de
2011.

Registro CEPISD: 1033.168.10.11 CAAE: 0090.0.081.000-10

Conforme a Hesolugdo CNS 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatérios sobre o ardamento da pesquisa, bem como informagdes relativas as
modificagées  do  ootocole,  cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos.

Data para enirega do relatério final ou parcial: 01/08/2011.

Atenciosamente

)

4 S Y _
@4{4{% /e
Prof®. Dr*”Ida Cristina Gtibert

Vice-Coordenadora do Comité de Etica em
Pasquisa do Setor de Ciéncias da Salde

Rus Padre Camargo, 280 = Alto da Gléria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
For.2: [(41)3360-7258 — e-mail cometica.saude@ufpr br
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ANEXO 3

AUTORIZACAO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMONIO GENETICO

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

AUTORIZACAO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMONTO
GENETICO REALIZADA DE ACORDO COM A RESOLUCAO CGEN N°35,
DE 27 DE ABRIL DE 2011
N° 03/2014

O INSTITUTO BRASILEIRCO DO MEIQO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, credenciado pelo Conselho de Gestdo do Patriménio Genético
(CGEN/MMA), por meio da Deliberagiio CGEN n® 40, de 24 de setembro de 2003, para autorizar
instituigio nacional, pablica ou privada, que exerca atividade de pesquisa ¢ desenvolvimento nas
arcas bioldgicas e afins, a acessar amostras de componente do patrimbnio penético para fins de
pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmico, autoriza com amparo na Resolugdo CGEN n®
35, de 27 de abril de 2011, que dispdc sobre regularizagdo de atividades de acesso ao patrimbnio
genético cfou ao conhecimento tradicional associado ¢ sua exploragdo econdmica realizadas cm
desacordo com a Medida Proviséria no 2.186-16, de 23 de agosto de 2001 e demais normas, as
atividades de acesso ao patriménio genético desenvolvidas pela:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, CNPJ/MF n°. 75.095.679/0001-49, situada
na Rua XV de Novembro, 1299, Curitiba-PR, CEP: 80060-000, ¢ representada na pessoa do Reitor
Zaki Akel Sobrinho, RG n® 1.439.536-9 SSP/PR, CPF n.° 359.063.759-33, no dmbito das
atividades do projeto de pesquisa “Estudo Quimico e Bioldgico das Espécies Vegetais ™.

Objetivo da Autorizacdio: Avaliar sob aspecto morfoanatémice, quimico e bioldgico das
cspéeies acessadas constantes do projeto de pesquisa.

Periodo das atividades: 2000 a 2019.

Validade da Autorizacio: Cinco anos, contados da assinatura. Em razdo da continuidade
do projeto de pesquisa, a instituigio detentora desta autorizagio deverd enviar ao Ibama, a partir da
emissfio da licenca, relatério an sobre a exccugdo das atividades de pesquisa, nos termos do
Decreto n.° 4.946/2003 e Resolugio CGEN n° 41/2013. Endcrego para envio do relatorio:
IBAMA/DBFLO, SCEN L4 Norte, Bloco B. Brasilia-DF, CEP: 70818-900.

Esta autorizagdio das atividades de acesso esté vinculada as informagdes e termos assinados
pelo requerente, constantes do processo n° 02001.001165/2013-47.

Brasilia, Pﬁc margo de 2014,




