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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antioxidante da infusdo das folhas de Bauhinia forficata Link -
Fabaceae em eritrocitos de pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC) submetidos a hemodialise e
avaliar a quantificacdo fitoquimica da planta comparando a infusdo ao extrato hidroetanolico. A partir de
um estudo experimental in vitro, que incluiu 16 pacientes nas condigbes mencionadas, avaliou-se o
potencial antioxidante da infusdo das folhas de B. forficata nas concentra¢des de 8,34; 16,67 e 33,34 g/L.
A concentracdo de 8,34 g/L foi capaz de aumentar a atividade da enzima antioxidante glutationa-S-
transferase, ndo se observou efeito significativo nos niveis de lipoperoxidacdo, glutationa reduzida e
atividade da enzima catalase. O extrato hidroetandlico apresenta os melhores resultados quantitativos em
termos de extrativos vegetais.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antioxidant effect of the infusion of Bauhinia forficata Link -
Fabaceae leaves on erythrocytes of patients with chronic renal failure (CRF) undergoing hemodialysis and
to evaluate the phytochemical quantification of the plant by comparing the infusion to the hydroethanolic
extract. Based on an in vitro experimental study, which included 16 patients under the aforementioned
conditions, the antioxidant potential of the infusion of B. forficata leaves at concentrations of 8.34; 16.67
and 33.34 g/L. The concentration of 8.34 g/L was able to increase the activity of the antioxidant enzyme
glutathione-S-transferase, while no significant effect was observed on the levels of lipoperoxidation,
reduced glutathione and catalase enzyme activity. The hydroethanolic extract presents the best quantitative
results in terms of plant extractives.

Keywords: Medicinal Plants; Phytochemistry; Oxidative Stress.
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INTRODUCAO

A Doenca Renal Cronica (DRC) tem sido um problema de saude publica devido
ao aumento de sua prevaléncia entre a populacdo mundial e ao seu impacto na
morbimortalidade dos individuos acometidos (PINHO et al., 2015). J& a Insuficiéncia
Renal Cronica (IRC) é a perda progressiva e irreversivel da funcéo renal, urinaria e
enddcrina, na qual o organismo ndo mantém o equilibrio metabdlico e hidroeletrolitico,
finalizando em um quadro urémico (GONCALVES, 2014).

Os tratamentos disponiveis nas doencas renais terminais sdo: didlise peritoneal
ambulatorial continua, dialise peritoneal automatizada, didlise peritoneal intermitente,
hemodiélise (HD) e transplante renal. Esses tratamentos substituem parcialmente a
funcdo renal, aliviam os sintomas da doencga e preservam a vida do paciente, mas nenhum
deles é curativo (RIELLA, 2008; NEPOMUCENO et al., 2014).

A HD corresponde a um procedimento o qual uma maquina limpa e filtra o
sangue, ou seja, faz parte do trabalho que o rim doente ndo pode fazer. O procedimento
libera o corpo dos residuos prejudiciais a saude, além de controlar a presséo arterial e
ajudar o corpo a manter o equilibrio de outras substancias (SBN, 2018). Entretanto, em
pacientes portadores de DRC hemodialisados, pode ocorrer desequilibrio oxidativo
decorrentes da intensa producdo de espécies reativas e falha no sistema antioxidante,
devido a diversos mecanismos como, inflamacdo cronica, envelhecimento, sindrome
urémica, diabetes mellitus, baixo consumo de nutrientes antioxidantes e perdas destes
pelo processo dialitico (SANTOS et al.,2017).

Nesse contexto, em pacientes renais cronicos hemodialisados observou-se o
aumento significativo nos niveis de lipoperoxidacdo e oxidacdo de proteinas, reducédo
significativa da atividade das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e niveis aumentados de nitrito (BIANCHI et al., 2009). Assim, a
suplementacdo do sistema antioxidante enddégeno poderia trazer beneficios a esses
pacientes. Os compostos antioxidantes exdgenos poderiam reduzir os danos causados
pela IRC e HD, melhorando o prognostico e a qualidade de vida desses pacientes.

Os antioxidantes tém como papel evitar e/ou prevenir danos que podem ter sido
causados pelas Espécies Reativas (ERs), impedindo-as em suas a¢des, eliminando-as e
reparando os danos. O sistema de antioxidantes pode ser dividido em: enzimaético e ndo
enzimatico (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014; PIZZINO et al., 2017). Os

componentes do sistema enzimatico ou primario ligam-se a ERs tornando-as estaveis e
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anulando a cadeia de oxidacdo. J& os secundarios, ou ndo enzimaticos sdo moléculas
naturais, podendo ser encontradas em frutos e plantas, que agem preventivamente,
quelando metais, decompondo peroxidos e podendo até “roubar” moléculas de oxigénio
(ANGELO; JORGE, 2007).

H& diversas fontes de antioxidantes naturais, algumas bem conhecidas e
facilmente encontradas no reino vegetal. Dentre estes, cientistas e pesquisadores
atribuindo o seu real poder de antioxidante aos seus compostos fenolicos (ANGELO;
JORGE, 2007). Os compostos fendlicos de origem natural sédo responsaveis pela protecao
das plantas contra condi¢Bes adversas e também contribuem para suas caracteristicas,
como cor, sabor, e a estabilidade oxidativa. Sdo estruturas quimicas que apresentam
hidroxilas e anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os conferem 0
poder antioxidante. Quando presentes em vegetais podem estar em formas livres ou
complexadas a agucares e proteinas, podendo ser subdivididos em taninos e flavondides
(SANTIAGO et al., 2020).

Nesse contexto da busca de espécies vegetais com propriedades medicinais e
potencialmente benéficas em indmeras patologias, a Pata-de-Vaca (Bauhina forficata
Link — Fabaceae) é uma planta nativa da Mata Atlantica, e pode ser cultivada em quase
todos os tipos de solos. Sua principal aplicagdo € medicinal, porém sua madeira também
é usada para producédo de papel, lenha e carpintaria e suas folhas para alimentacdo de
animais (LOPEZ; SANTOS 2015). Sao aproximadamente 300 espécies de Bauhinia, em
sua maioria brasileiras, com cerca de 200 espécies (LUSA; BONA, 2009). Entre essas,
muitas sdo usadas para fins medicinais e podem ser conhecidas por diferentes homes,
como por exemplo: pata de vaca, unha de vaca, bauhina, moré (MELO et al., 2004), entre
outros.

B. forficata (pata-de-vaca) tem sido utilizada desde a antiguidade por diversos
povos, devido sua ampla variedade de fins terapéuticos. Dentre estes, destaca-se o efeito
hipoglicemiante do seu extrato jA& comprovado cientificamente, com o emprego em
diferentes formas farmacéuticas, desde pds a granulados. Assim, B. forficata apresenta-
se como uma possibilidade terapéutica promissora para o tratamento de diabetes mellitus
além de outras patologias (DE PONTES et al., 2017).

Levando em consideracdo o notavel uso de pata-de-vaca (B. forficata), para fins
medicinais, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito antioxidante da infusdo (cha)

das folhas de pata-de-vaca em eritrécitos de insuficientes renais cronicos submetidos
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previamente a hemodidlise, com o intuito de verificar se os danos gerados pela
hemodiélise diminuem apds o tratamento in vitro com o cha dessa planta e assim a mesma

possa ser utilizada como adjuvante do procedimento hemodialitico.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

Foram colhidas folhas de B. forficata, em maio de 2020, na cidade de Cruz
Alta/RS. A identificagdo e registro da espécime foi tombada no Herbario da Universidade
de Cruz Alta sob o numero 914.

Preparo da infusdo das folhas de B. forficata

Para caracterizacdo fitoquimica, foram adicionados 5g de folhas frescas de
patade-vaca em 100 mL de &gua fervente (0,05g/mL) e deixado em infusdo por 10
minutos (BRASIL, 2019). Para a avaliacdo dos efeitos antioxidantes, a infuséo foi

preparada nas concentracdes de 8,34; 16,67 e 33,34 g/l.

Preparo do extrato hidroetanolico das folhas de B. forficata

Para o preparo do extrato hidroetanolico, as folhas foram secas a sombra e em
temperatura ambiente e, posteriormente, trituradas. Do material vegetal triturado, 759
foram misturados uma solucdo 70:30 de alcool etilico absoluto e 4gua destilada, por um
periodo de 7 dias (primeira maceracdo). No sétimo dia o liquido extrativo foi retirado e 0
material vegetal foi novamente recoberto com mesma quantidade de solvente onde
ficaram por mais 7 dias (segunda maceragédo). No décimo quarto dia, o segundo liquido
extrator foi retirado e reunido ao primeiro. Entéo, realizou-se a evaporacao do alcool em
um rotaevaporador, sendo o material resultante congelado e liofilizado para obten¢édo do
extrato em po. Por fim foi preparada uma solucdo do extrato na concentracdo 0,05g/mL
(SIMOES et al., 2014).

Doseamento de compostos fendlicos totais da infusao e do extrato hidroetanolico das
folhas de B. forficata

A determinacdo de polifendis totais (CFT) foi realizada em triplicata, pelo método
do Folin-Ciocalteau, descrito por Chandra e Mejia (2004). Para isto, as amostras foram

diluidas em &gua e acrescida de solugdo de carbonato de sodio a 20%. Ap6s 5 minutos,
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foi adicionado o reagente Folin-Ciocalteau 2N. A solugéo foi incubada por 10 minutos e
as absorbancias medidas em espectrofotdometro no comprimento de onda de 730nm. Os
contetidos de polifendis totais foram baseados na curva padréo de acido galico e expressos
por mg CFT/mL de infus&o ou de extrato, para possibilitar a comparacao das duas formas

de preparo.

Doseamento de flavonoides totais da infusdo e do extrato hidroetanoélico das folhas
de B. forficata

O teor de flavonoides totais foi determinado em triplicata, de acordo com o
método descrito por Woisky e Salatino (1998). As amostras foram diluidas em metanol e
acrescida de cloreto de aluminio a 2% e metanol. Ap6s 30 minutos as absorbancias foram
lidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 420 nm. O calculo do doseamento
foi utilizado a curva padréo de quercetina e os resultados expressos por mg/mL de infusédo

ou de extrato, para possibilitar a comparacgéo das duas formas de preparo.

Doseamento de taninos condensados da infusdo e do extrato hidroetandlico das
folhas de B. forficata

A determinacdo de taninos condensados foi realizada em triplicata, utilizando o método
descrito por Morrison et al. (1995). A amostra foi diluida em metanol seguido pela adigédo
da solucdo de vanilina e metanol (0,01g/mL) e da solucao de 0,08 v/v de &cido cloridrico
concentrado e metanol. A solucédo foi aquecida a 60°C por 10 minutos e as absorbancias
foram determinadas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 500 nm. O teor
de taninos totais calculado com base na curva de catequina, foram expressos por mg/mL

de infusdo ou de extrato, para possibilitar a comparacdo das duas formas de preparo.

Avaliacdo do efeito antioxidante da infuséo das folhas de B. forficata

O estudo utilizou eritrdcitos de voluntarios com IRC em tratamento com HD a
pelo menos 3 meses (Grupo IRC-HD). Todos os voluntarios do estudo sdo acompanhados
por especialistas da Unidade de Dialise do Hospital de Caridade de Ijui/RS (HCI). Este
atende todos os vinte municipios vinculados a décima sétima (17%) Coordenadoria de
Salde do Estado do Rio Grande do Sul (Ajuricaba, Augusto Pestana, Bozano, Campo
Novo, Catuipe, Chiapetta, Condor, Coronel Barros, Crissiumal, Humaita, ljui, Inhacora,

Joia, Nova Ramada, Panambi, Pejucara, Santo Augusto, Sdo Martinho, Sdo Valério do
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Sul e Sede Nova.). Assiste também trés municipios (Coronel Bicaco, Miraguai e
Redentora) vinculados a décima quinta (15%) Coordenadoria, e quatro municipios (Bom
Progresso, Esperanca do Sul, Tiradentes do Sul e Trés passos) vinculados a 192
Coordenadoria de Saude do Estado do Rio Grande do Sul. Esse estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Cruz Alta, sob protocolo niimero
1.587.863

Critérios de Incluséo e de Exclusédo

Como critérios de inclusdo, os participantes deveriam ter diagnéstico de IRC,
estar fazendo hemodiéalise, possuir idade entre 18 e 60 anos e assinar o0 TCLE aceitando
participar da pesquisa. Foram excluidos aqueles em terapia hemodialitica ha menos de 3

meses e/ou que estivessem fazendo uso de antioxidantes exdgenos.

Coleta e processamento das amostras

A amostra da pesquisa foi composta por eritrdcitos de 16 voluntarios com IRC
gue estavam em tratamento hemodialitico ha pelo menos 3 meses. As coletas sanguineas
foram realizadas com o0 wuso de um Vacutainer® contendo acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), para a obtencdo dos eritrocitos, anteriormente ao
procedimento da hemodialise. Apds a coleta, as amostras foram centrifugadas
imediatamente a 3000 rpm durante 10 minutos e o plasma foi removido. Entdo, os
eritrocitos foram lavados trés vezes com solucéo salina isoténica 0,9%. Apoés a lavagem
final, os eritrocitos foram entdo ressuspensos em solucéo salina isotonica 0,9%, e em
seguida, diluidos até atingirem um hematdcrito de 10%, conforme técnica descrita por
Catalgol, Ozden e Alpertunga (2007).

Procedimento experimental
Cada grupo de tratamento foi composto por 1500 pL de eritrocitos a 10%.,
conforme os seguintes grupos experimentais:
e Grupo Basal: tratamento com solucdo salina isoténica
e Grupo (8,34 g/L): tratamento com a infusdo das folhas de B. forficata na
concentracdo de 8,34 g/L
e Grupo (16,67 g/L): tratamento com a infusdo das folhas de B. forficata na

concentragéo de 16,67 g/L
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e Grupo (33,34 g/L): tratamento com a infusdo das folhas de B. forficata na
concentragéo de 33,34 g/L
Todos os grupos foram incubados por 1h a 37°C. Apds, os eritrocitos de todos 0s
grupos, foram hemolisados com agitacdo em vortex durante 10 segundos, centrifugados
durante 15 minutos a 3000 rpm e os sobrenadantes foram armazenados em freezer a 20°C
até a realizacdo dos marcadores de estresse oxidativo.

Determinacéo dos niveis das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

O nivel de lipoperoxidacao foi determinado apds o procedimento experimental,
no sobrenadante dos eritrocitos tratados com a infusdo da planta conforme protocolo de
Stocks e Dormandy (1971). A técnica é baseada na mistura reacional contendo TCA a
28% (v/v) e TBA 1%, com aquecimento a 95°C. As leituras foram realizadas em
espectrofotémetro visivel em 532nm, comprimento no qual a concentracdo do produto
formado na reacdo (malonaldeido) pode ser medido. Os resultados foram comparados
com curva de calibracdo de MDA e expressos em nmol TBARS/mL.

Determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

O nivel de glutationa reduzida (GSH) foi determinada ap6s o procedimento
experimental, no sobrenadante dos eritrdcitos tratados com a planta, a partir do método
descrito por Ellman, (1959), que utiliza o acido 5°,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB)
como reagente principal. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro visivel em
412nm e os resultados foram expressos por umol GSH/mL, utilizando-se glutationa

(GSH) como curva de calibracao.

Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada apds o procedimento experimental, no
sobrenadante dos eritrécitos tratados com a planta, conforme técnica descrita por Hadwan
(2018). A reacdo ocorreu entre um reagente contendo cobalto Il e tampédo fosfato de
potassio (TFK) e peroxido de hidrogénio (H202). A formacdo do complexo
carbonatocobalto Il foi mensurada em 240 nm. A atividade da CAT foi expressa em
U/mL.

Atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST)
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A atividade da GST foi determinada apds o procedimento experimental, no
sobrenadante dos eritrocitos tratados com a planta de acordo com Habig, Pabst e Jakoby
(1974), usando 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A formacéao de S2,4-
dinitrofenil glutationa (GS-DNB) foi monitorada pelo aumento na absorbancia a 340nm
e expressa por GS-DNB/min/g proteina (PTN). As PTs foram analisadas utilizando kit
comercial da Labtest®.

Analise Estatistica

Os resultados das variaveis determinadas neste estudo foram submetidos a analise
de distribuicdo dos dados utilizando os testes: D’ Agostino & Pearson omnibus, Shapiro
—Wilk e KS. Apos os dados apresentarem distribui¢cdo normal foram submetidos aos teste
t-Student e a Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste de Tukey’s,
sendo consideradas significativas diferengas com p<0,05.

RESULTADOS

A partir da avaliacdo fitoquimica do extrato hidroetanolico e da infusdo encontramos
menores niveis de flavonoides e taninos condensados na infusdo de pata de vaca
(Tabelal).

Tabela 1 — Quantificacdo de compostos antioxidantes em extrato e infuséo infuséo de

Bauhinia forficata

Caracterizacao Extrato (mg/mL) Infuséo (g/L)
Fendlicos Totais (mg CFT/mL) 21,07 £ 0,29 19,12 £ 0,77
Flavonoides Totais (mg/g) 81,81+9,1 28,63 + 0,63***
Taninos Condensados (mg/g) 3,11+ 0,77 0,13+0,015****

*** n<0,001, ****p<0,0001, avaliado por teste T ndo pareado. CFT: compostos fendlicos totais. Dados apresentados
em média + erro padrdo da média.

Ap0s o tratamento dos eritrdcitos de pacientes hemodialisados com a infuséo de
pata de vaca, verificamos que nenhuma das concentracdes testadas foi capaz de reduzir o

nivel de lipoperoxidacdo ou aumentar o nivel de GSH (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do tratamento de eritrdcitos de pacientes hemodialisados com infusdo de
B. forficata, in vitro, sob nivel de lipoperoxidacéo (A) e glutationa reduzida (B).
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infusdo de pata de vaca. Diferencas estatisticas avaliadas por ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey.

Ja quanto as atividades enzimaticas avaliadas, verificamos que a concentracdo de
8,34 g/L da infusdo de fata de vaca provocou um aumento da atividade da enzima GST
quando comparada ao grupo ndo tratado. Por outro lado, nenhum efeito foi verificado na

atividade da enzima catalase (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do tratamento de eritrdcitos de pacientes hemodialisados com infusdo de
B. forficata, in vitro, sob atividades das enzimas glutationa-S-transferase (A) e catalase

(B).

A

. 0.157
2 B3 Basal
& = 8349l
£ o101 =1 16,67 g/l
E =31 33,34 glL
2
&  0.051
0
(L]
3
5 0.00+4
[
w
o

-0.05

B
= Basal

z a a a =1 834 gL
E =1 16,67 g/l
g = 3334 gL
o
£
3
E
2
-
g
[&]
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com a infusdo de pata de vaca. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas avaliadas por ANOVA,

seguida de pds-teste de Tukey.

DISCUSSAO

As plantas medicinais tém a capacidade de diminuir o estresse oxidativo, que é
um dos mais significantes afeitos adversos da hemodialise, além de trazer a sensacdo de
bem-estar em quem faz uso desse tipo de adjuvante.

A pata-de-vaca, é uma planta muito utilizada popularmente para diversos fins
medicinais. Destacando a importancia do método de preparacdo e uso das espécies
vegetais, observamos neste estudo maiores niveis de flavondides e taninos no extrato
hidroetandlico das folhas pata-de-vaca do que na infusdo, apesar de o nivel de compostos

fendlicos ser semelhante entre as preparacdes. Tal resultado se d& em virtude do tipo do
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método de extracdo utilizado e das propriedades fisico-quimicas dos fitoquimicos que se
deseja extrair (MARQUES, 2012).

Alguns compostos fitoquimicos ja foram identificados na espécie B. forficata
(JUNG, 2021) e podem estar relacionados aos seus efeitos medicinais também ja
descritos. Os compostos fendlicos (CFTs) sdo provenientes da via do acetato e da rota do
acido chiquimato, apresentando anéis aromaticos com grupo hidroxila ligado (CASTRO,
2004; SUM, 2015). Dentro da classe dos CFTs estdo os flavonoides e os taninos. Os
flavondides sdo compostos de baixo peso molecular e agem no organismo humano, como
protetores de oxidacéo de tecidos, sendo representados pela quercitina e a caterquina, que
sd0 0s mais importantes deste grupo, estas, ja sdo usadas como suplementacdo na
prevencao de algumas doencas vasculares e inflamatérias (VIZZITTO, 2010; BARBOSA
& FERNANDES, 2014; DUARTE; PEREZ-VIZCAINO, 2015). Os taninos s&o
compostos fendlicos de alto peso molecular, soltveis em agua e alcool (CASTRO, 2004).
Os taninos condensados sdo estruturas mais complexas que séo responsaveis pelo sabor
adstringente das frutas e vegetais, esses compostos tém a capacidade de reduzir o dano
oxidativo e proteger vasos e tecidos de ERs (OLIVAS-AGUIRRE, 2015).

Considerando o teor total de compostos fendlicos semelhante e que a infusdo é
comumente a forma de preparo mais usual de consumo de plantas medicinais, avaliamos
o efeito da infus@o em eritrocitos de pacientes hemodialisados, buscando identificar efeito
de reversdo de dano oxidativo.

Os niveis de estresse oxidativo em pacientes com DRC em hemodialise podem
ser medidos através da atividade das enzimas CAT e GST, além do nivel de GSH, todos
normalmente reduzidos nesses pacientes. Também o aumento da lipoperoxidacéo,
avaliado pelas substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) € caracteristica da
hemodialise (PINTO, 2020).

Nesse estudo, dentre os marcadores de dano oxidativo avaliados, verificamos que
a infusdo das folhas de pata de vaca, na menor concentracdo testada, foi capaz de
aumentar a atividade da enzima antioxidante GST. Essa enzima é responsavel por ligar a
GSH com outros compostos eletrofilicos, evitando assim a acdo destes contra
macromoléculas, sendo de fundamental importancia na protecdo e utilizacdo da GSH
contra as ER (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

Assim, podemos sugerir que apesar de a infusdo ndo ser efetiva em reverter danos

celulares em pacientes hemodialisados, pode apresentar propriedades moduladoras de
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enzimas antioxidantes, merecendo estudos futuros que esclaregam tal mecanismo. Ainda,
o alto teor de compostos fitoquimicos antioxidantes identificados tanto na infusdo quanto
no extrato hidroetandlico da pata de vaca levantam uma questdo de pesquisa acerca dos
possiveis efeitos preventivos que tais preparacgdes fitoterapicas podem apresentar frente a

condicOes que envolvam o estresse oxidativo, como as doengas renais e a hemodidlise.

CONCLUSAO

A doenca renal crénica € um problema de grande relevancia clinica, cuja evolugdo
depende da qualidade do tratamento ofertado precocemente no curso da doenca. Sabe-se
que a hemodialise provoca a perda de componentes sanguineos importantes, como 0s
antioxidantes, assim, a busca por tratamentos alternativos ou adjuvantes na reducdo do
dano oxidativo desses pacientes € importante. Nesse estudo, demonstramos que a patade-
vaca é uma espécie com potencial atividade antioxidante relacionada aos seus compostos
fitoquimicos. Apesar de nédo ser efetiva em reverter o dano oxidativo celular provocado
pela hemodidlise, a infuséo de suas folhas apresentou capacidade de inducdo da atividade
da enzima antioxidante GST. Assim, essa espécie vegetal € merecedora de mais estudos
que esclarecam seu possivel papel protetor no tratamento hemodialitico.
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