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Resumo

Plantas medicinais sdo vegetais usados para prevenir, tratar e aliviar doengas, baseando-
se em seus componentes bioativos e desde tempos antigos, as civilizagbes tém
explorado as propriedades curativas das plantas. O Brasil detém a maior diversidade
florestal de bambu nativo das Américas e dentre as espécies identificadas tem-se a
Guadua angustifolia. Extratos e lectinas isoladas de vegetais tém apresentado
propriedades antimicrobianas a diferentes espécies de fungos e bactérias e por esse
motivo tem sido estudado por diversos grupos de pesquisas, as quais podem assumir
diversos papeis biologicos. Metabdlitos secundarios sdo compostos orgéanicos
produzidos por plantas que desempenham fungdes diversas sendo amplamente
estudados por suas propriedades de combate a microrganismos patogénicos. O presente
estudo buscou caracterizar o extrato do colmo da G. angustifolia e analisar sua atividade
antimicrobiana. Os procedimentos experimentais consistiram na: preparagédo do extrato
bruto (20% p/v) da G. angustifolia, ensaio da atividade hemaglutinante, teste de inibigao
a carboidratos, analise fitoquimica, determinacdo de concentracdo proteica,
cromatografia de afinidade, dosagem de fendis, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e ensaio antimicrobiano. O tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 apresentou a melhor
condicao de extragao, onde a fragao 0-20% demonstrou a maior atividade hemaglutinante
de 128 HAU/mg. Considera-se que a lectina presente no extrato possui capacidade de
se ligar a N-acetilglicosamina, D-maltose e fetuina. Foi encontrado em 41,6 mg/mL do
extrato de G. angustisfolia um teor de fendis totais de 2,07 £ 0,08 ug de EAG/g de extrato.
A determinagdo por CLAE mostrou a presenca de acido p-cumarico, acido galico,
catequina, acido 2-cumarico, cumarina e resveratrol. A amostra testada demonstrou agao
frente a cepas bacterianas E. coli, P. aeruginosa e S. Aureus os valores de CIM foram de
7,5, 15, 60 pg/mL respectivamente. Em relagcéo as cepas fungicas C. neoformans (H99),
C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis com valores de CIM de 7,5, 30, 60, 120 pg/mL
respectivamente. O extrato inibiu a formagao de biofilme em 40% para C. albicans e em

50% para C. neoformans (B3501) nas concentragdes de 7,5 e 60 ug/mL.

Palavras-chaves: Lectina. Metabdlitos secundarios. Guadua angustifolia. Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

Medicinal plants are vegetables used to prevent, treat and alleviate diseases, based on
their bioactive components and since ancient times, civilizations have explored the
healing properties of plants. Brazil has the greatest forest diversity of native bamboo in
the Americas and among the identified species is Guadua angustifolia. Extracts and
lectins isolated from plants have shown antimicrobial properties to different species of
fungi and bacteria and for this reason have been studied by several research groups,
which can assume different biological roles. Secondary metabolites are organic
compounds produced by plants that perform diverse functions and are widely studied for
their properties to combat pathogenic microorganisms. The present study sought to
characterize the stem extract of G. angustifolia and analyze its antimicrobial activity. The
experimental procedures consisted of: preparation of the crude extract (20% w/v) of G.
angustifolia, hemagglutinating activity assay, carbohydrate inhibition test, phytochemical
analysis, determination of protein concentration, affinity chromatography, phenol
measurement, chromatography High Efficiency Liquid (HPLC) and antimicrobial test. The
50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.0 presented the best extraction condition, where the 0-20%
fraction demonstrated the highest hemagglutinating activity of 128 HAU/mg. It is
considered that the lectin present in the extract has the ability to bind N-
acetylglucosamine, D-maltose and fetuin. A total phenol content of 2.07 £ 0.08 ug EAG/g
extract was found in 41.6 mg/mL of G. angustisfolia extract. HPLC determination showed
the presence of p-coumaric acid, gallic acid, catechin, 2-coumaric acid, coumarin and
resveratrol. The tested sample showed action against bacterial strains E. coli, P.
aeruginosa and S. Aureus the MIC values were 7.5, 15, 60 ug/mL respectively. Regarding
the fungal strains C. neoformans (H99), C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis with IMC
values of 7.5, 30, 60, 120 ug/mL respectively. The extract inhibited biofilm formation by
40% for C. albicans and 50% for C. neoformans (B3501) at concentrations of 7.5 and 60

Mg/mL.

Key words: Lectin. Secondary metabolites. Guadua angustifolia. Antimicrobial activity.
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1. INTRODUGAO

A utilizagédo de plantas medicinais vem sendo usada pelos seres humanos desde
o periodo paleolitico, ha 60.000 anos (ROCHA et al, 2015).

Os produtos naturais sao alvo de diversas pesquisas pois mostram-se contendo
uma grande diversidade de compostos com diversas propriedades fisico-quimicas e
biolégicas. Essa utilizagdo de plantas com o objetivo curativo provém da medicina
asiatica, permanecendo até os dias atuais como exemplo, temos a medicina tradicional
chinesa e a ayurveda indiana até os sistemas de saude indigenas das Américas, e dentre
as grandes variedades de plantas utilizadas por eles, encontramos os bambus que séo
aplicados no tratamento de diversas enfermidades como febres, hipertensdo, doencas
cardiovasculares, e em processos de desintoxicacéo. (WROBLEWSKA et al, 2018).

O uso de plantas medicinais além de suas aplicagdes tradicionais, a pesquisa
moderna tem revelado a eficacia de muitas dessas plantas, integrando-as a tratamentos
convencionais e reconhecendo seu valor na farmacologia e na terapia complementar.
Essa crescente conscientizagdo sobre a sustentabilidade e a eficacia dos tratamentos
naturais tem levado a um renascimento do interesse em plantas medicinais, hoje, elas
sao estudadas e utilizadas ndo apenas em farmacias e suplementos, mas também em
praticas de saude e bem-estar integrativas, refletindo uma busca continua por
tratamentos que respeitem a natureza e promovam uma abordagem holistica a saude.
(BALKRISHNA et al., 2024).

O bambu também conhecido como taboca ou taquara € uma graminea de ampla
distribuicdo geografica (DRUMOND; WIEDMAN, 2017). As espécies de bambu séao
usadas pelo homem desde a origem da nossa civilizagao, estando presente em diversas
areas, como construcido, ornamentos e decoragao, utensilios domésticos e entre outros.
(LIESE, 1998; CHIN, 2021). Existem 1.300 espécies de bambu no mundo, o Brasil possui
a maior diversidade florestal de bambu nas Américas, com cerca de 200 espécies, entre
nativas e exdticas, sendo a grande maioria endémica. (DRUMOND; WIEDMAN, 2017).

Dentre essa diversidade de espécies, encontramos a guadua angustifolia uma das
variedades mais fascinantes e valiosas de bambu, notavel por suas caracteristicas
distintas e sua importancia ecoldgica e econdmica. Originario das regides tropicais da

América do Sul, especialmente do Brasil, Colébmbia e Equador, a guadua é reconhecido
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por seu rapido crescimento e sua estrutura robusta, o que o torna uma escolha popular
para diversas aplicagdes. Em termos de sustentabilidade, o bambu da espécie Guadua
angustifolia € um recurso valioso devido a sua capacidade de regeneragao rapida e ao
seu baixo impacto ambiental em comparacédo com outras formas de madeira. Seu cultivo
€ uso responsavel contribuem para a preservacao de ecossistemas e o desenvolvimento
de comunidades locais. (DRUMOND; WIEDMAN, 2017; OLIVEIRA, 2019).

Na grande maioria dos organismos vivos, sobretudo em vegetais encontramos um
grupo de proteinas classificadas como lectinas, as quais vém se destacando pela sua
grande distribuigdo no reino animal e vegetal e, principalmente, pelas suas aplicagdes. As
lectinas abrangem um grupo de proteinas com pelo menos um dominio nao catalitico e a
habilidade de se ligar reversivelmente a carboidratos simples ou complexos por meio de
interagdes fracas (SHARMA et al, 2017).

As lectinas tém como definicdo serem proteinas que possuem a habilidade de se
ligar a carboidratos especificos ndo alterando a estrutura do ligante (REID et al, 2022).
Desempenham papéis variados em processos bioldgicos, como imunidade, crescimento
celular e desenvolvimento. Elas estdo presentes em muitas plantas, animais e
microrganismos, e tém atraido atencdo significativa devido as suas propriedades
bioativas e potenciais aplicagdes terapéuticas. Por poderem ser proteinas com altas taxas
de expressédo em plantas e que podem ter agdo sobre outros organismos vivos, as lectinas
continuam sendo estudadas, ganhando grande importancia cientifica em diversos campos
do conhecimento (POVINELI, 2002; RADHAKRISHNAN, 2021).

Diversos vegetais tém sido utilizados com fins profilaticos e curativos de infecgdes
e atualmente muitos trabalhos vém sendo realizados em busca de novas plantas com
atividade antimicrobiana (VAOU, 2021).

As propriedades antimicrobianas de plantas medicinais s&o um campo de estudo
em expansdo, revelando como diversos extratos vegetais podem inibir ou matar
microrganismos patogénicos, como bactérias, fungos e virus. Muitos estudos tém
demonstrado que plantas possuem compostos bioativos, como alcaloides, flavonoides,
taninos e terpenos, que exercem atividades antimicrobianas significativas. Essas

propriedades antimicrobianas de substancias que as plantas contém como produtos de
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seu metabolismo secundario vem sendo identificadas empiricamente durante séculos, mas
s6 recentemente que estdo sendo confirmadas cientificamente (DUARTE, 2006).

Pesquisadores estudam a atividade bioldgica de plantas medicinais derivadas de
diversas regides do mundo, orientados pelo uso popular das espécies nativas, contudo,
0S microrganismos que causam prejuizos a saude humana estdo se mostrando
resistentes a maioria dos antimicrobianos conhecidos, o que incentiva ainda mais a
procura por antibidticos de evento natural; Extratos de plantas mostraram-se eficientes
no controle do crescimento de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos
e bactérias (VAOU, 2021).

Dessa forma a presente investigacao objetiva, de maneira geral, caracterizar o
extrato e a fracdo do colmo da G. angustifolia e avaliar seu potencial antimicrobiano

contra fungos e bactérias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O uso de plantas medicinais

O uso de plantas medicinais € uma pratica muito antiga, vem sendo utilizada desde
os primordios até meados do século XVII, pois, seu uso era o unico meio de tratamento,
devido a inexisténcia de medicamentos e conhecimentos cientificos na elaboracédo de
substancias especificas para tratar a saude das pessoas por doengas existentes na
época (OLIVEIRA, 2016; BETTEGA, 2017). As plantas medicinais sdo uma fonte de
varios agentes terapéuticos que ganharam a atengao da comunidade cientifica, uma vez
que apresentam propriedades terapéuticas e compostos bioativos (EMEJE; et al 2024).

As plantas possuem uma grande quantidade de compostos, e a estes
denominamos principios ativos, podendo ser caracterizados como micro ou
macronutrientes a depender de seu peso molecular e estrutura quimica podendo ser
classificados como metabdlitos de origem primaria ou secundaria. Diversas moléculas
biologicamente ativas de interesse bioldgico, farmacoldgico, médico e biotecnoldgico,
estdo nos vegetais, inclusive plantas medicinais usadas ha séculos por diversas geracdes
e povos asiaticos, africanos, europeus e no Brasil, principalmente, pelos indigenas
(OLIVEIRA, 2016).

O Brasil é 0 pais com a maior biodiversidade em fauna do mundo, possuindo a
maior diversidade genética vegetal do planeta, tendo em vista as dezenas de espécies
que estdo sendo catalogadas como novas diariamente. Sabe-se que muitas destas
espéecies existentes nos biomas brasileiros sdo classificadas como endémicas, o que
reforca a importancia no cuidado e exploracao sustentavel dessa riqueza. Apods o inicio
do século XX, o uso de plantas medicinais foi marginalizado e vulgarizado por ndo conter
um embasamento cientifico, e logo os fitoterapicos foram substituidos por alopaticos.
Contudo muitas comunidades e povos continuaram a manter por anos e até os dias
atuais, a inclusao das praticas de saude baseadas na fitoterapia (OLIVEIRA, 2016;
BETTEGA, 2017).

Em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, o uso de medicamentos
naturais apresenta grande relevancia, principalmente nas regides de dificil acesso aos
servigos de saude. Em decorréncia a essas caracteristicas, o comércio de medicamentos

fitoterapicos vem aumentando consideravelmente, atingindo uma taxa anual média de
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15 % (LIMA et al, 2017). Todavia, o preparo e uso de produtos de origem vegetal para
fins curativos podem acarretar sérios danos, quando manipulados inadequadamente,
uma vez que algumas plantas apresentam substancias toxicas para o organismo
humano. Desta forma, torna-se necessario o conhecimento sobre os compostos quimicos
e suas possiveis agdes bioldgicas, visando confirmar cientificamente os beneficios e
assegurar a utilizagao pela populagao (SILVA, 2015).

A fitoterapia € uma palavra de origem grega, phito (plantas) e terapia (tratamento),
€ caracterizada pela pratica do uso de plantas, ou de suas estruturas, com a finalidade
de prevenir, aliviar ou curar um processo patoldgico. E a terapia baseada no uso de
fitoterapicos com produtos farmacéuticos de origem vegetal, devidamente avaliados
quanto a sua qualidade, eficacia e seguranga de uso. Sua incorporagao como abordagem
de tratamento e até mesmo para prevencdo de doencas baseia-se na medicina
controlada, cujos medicamentos s&do devidamente estudados. O uso de plantas
medicinais e fitoterapicas vem sendo difundido pela Organizacdo Mundial de Saude
desde 1978, no qual se originou um programa mundial para estimular o uso de métodos
da chamada medicina tradicional (LIMA, 2024).

A fitoterapia, ou o uso de plantas medicinais para tratar doencgas, é profundamente
enraizada em praticas etnomedicinais, refletindo um conhecimento tradicional acumulado
ao longo de geragdes. O desenvolvimento e a busca por estas praticas tradicionais visam
fornecer remédios ou praticas seguras e eficazes para a obtencédo da saude (GOMES,
2014). Enquanto os remédios provém de partes dos vegetais como, por exemplo, folhas
frescas ou secas, inteiras ou partidas em pedacos menores, utilizadas nos chas, infusoes,
tinturas; os medicamentos fitoterapicos, sdo produtos tecnicamente mais elaborados e a
apresentacao final para uso € sob a forma de comprimidos, capsulas, xaropes (BRASIL,
2006).

No Brasil, ainda com o incentivo das midias e das industrias farmacéuticas para a
utilizacdo de medicamentos industrializados, a maioria da populagao utiliza ainda de
praticas complementares para cuidar da saude, como o0 uso das plantas medicinais
utilizadas para aliviar e/ou curar algumas enfermidades, principalmente em regides de
dificil acesso, onde muitas familias recorrem ao uso de fitoterapicos e alguns povos os

tém como unico recurso para saude (COSTA, 2018).



18

Muitos tecidos das plantas tém sido utilizados para fins medicinais e curativos, as
quais sao usadas na preparacao de remédios e de medicamentos fitoterapicos. tais como
sementes, raizes, caules, cascas, folhas e frutos. Estes, por sua vez, sdo de origem
extrativista. S&0 comercializados in natura em grande parte em feiras livres, bancas de
condimentos e ervas. Embora muitos produtos processados sejam ofertados em
farmacias de manipulacdo, onde a matéria-prima provém predominantemente da
atividade extrativista, no entanto &€ observado uma pequena produgdo e cultivo nas
denominadas farmacias vivas (OLIVEIRA, 2016).

Embora muitas plantas tenham sido utilizadas com sucesso na medicina popular,
nem todas tém suas propriedades terapéuticas comprovadas cientificamente. No entanto,
0 uso tradicional continua a ser uma importante fonte de inspiracdo para pesquisas
farmacolégicas modernas (RASOOLI et al, 2020).

Muitos fitoterapicos sao estudados para entender seus mecanismos de acao,
eficacia e seguranca. Esses estudos podem levar ao desenvolvimento de medicamentos
alopaticos baseados em componentes naturais. Muitas drogas alopaticas modernas tém
suas origens em compostos encontrados em plantas. Por exemplo, a aspirina (acido
acetilsalicilico) foi desenvolvida a partir da salicina, um composto encontrado na casca
do salgueiro, outro exemplo € a digoxina, usada para tratar doengas cardiacas, vem da
planta Digitalis (Dedaleira) (REZABAKHSH et al, 2021).

A fitoterapia muitas vezes oferece uma perspectiva holistica sobre o tratamento de
doencas, que pode ser complementada ou integrada com abordagens alopaticas para
criar estratégias de tratamento mais abrangentes. Alguns medicamentos alopaticos sao
desenvolvidos a partir de fitoterapicos tradicionais, mas com formulagdes e técnicas
modernas que melhoram a eficacia e a seguranca. (ABBASIJAHROMI et al, 2020).

A fitoterapia serve como uma rica fonte de inspiragdo e base para a alopatia,
ajudando na descoberta de novos medicamentos, desenvolvimento de formulacdes e
validacdo de eficacia e seguranga. A integracdo entre fitoterapia e alopatia continua a
evoluir, com pesquisas recentes reforcando a importancia dessa interagao para o avanco
da medicina (ATANASOQV et al, 2021).

Estas caracteristicas demonstram a extrema importancia a continuidade e a

necessidade de novos estudos que visam o esclarecimento ndo so6 cientifico mais da
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comunidade em geral, sobre as potencialidades das moléculas biologicamente ativas
nessas plantas de interesse popular, em sua maioria ainda desconhecidos, e uma vez
que essas moléculas sejam descobertas e descritas pelos seus mais diversos potenciais
biologicos, estas passardo a ter maior valorizagdo, ascensdo e protegcdo pela
comunidade, além de ser mais uma fonte no meio cientifico e popular de forma
responsavel (NETO et al, 2021).

2.2 Bambus: conceitos e aspectos historicos

Os bambus sdo um grupo admiravel de plantas (Figura 1) reconhecidos através
de suas caracteristicas morfolégicas, anatdémicas, macromoleculares e ecolbgicas
(AKINLABI, 2017) e classificados em Bambusoideae, uma das 12 subfamilias de
Poaceae (SORENG et al, 2015).

O bambu apresenta facilidade na propagacao vegetativa, alta producédo de
biomassa, facil manuseio e multifuncionalidade, o qual reune um conjunto de
caracteristicas quimicas, fisicas e mecanicas distintas permitindo assim, que seus
elementos estruturais sejam empregados nas mais variadas funcionalidades (AKINLABI,
2017).

O bambu é uma planta da familia das gramineas, subfamilia Bambusoideae, que
€ dividida em duas tribos: Bambuseae, com espécimes de maior porte e colmos lenhosos;
e Olyreae com espécies de menor porte, herbaceo. O bambu possui folhas que se afinam
nas pontas (acuminadas) e flores a principio verdes, as quais depois se tornam
amareladas decrescendo da base para cima, assumindo forma de piramide (DRUMOND;
WIEDMAN, 2017).

Uma graminea da Familia das Poaceae, o bambu, possui 120 géneros e mais de
1600 espécies identificadas com propriedades exploradas nas mais diversas areas
(SORENG et al, 2015). O Brasil esta relatado na Lista das Espécies da Flora do Brasil
(LEFB, 2018) 258 espécies de bambus nativos, sendo identificados 35 géneros
distribuidas em: 16 géneros de bambu do tipo herbaceo e 19 géneros do tipo lenhoso
(FILGUEIRAS et al, 2017).

Estudos ja foram publicados acerca das propriedades biolégicas dos Bambus
salientando atividade antioxidante (GAGLIANO, 2022) atividade antimicrobiana (PRANG,
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2020) atividade neuro protetora (Y, 2021), além do mais, ja foi analisada a composicao
guimica de algumas espécies indicando a presenca de compostos como polifendis,
flavonoides (BAJWA, 2021) antocianinas e polissacarideos (GUANGJING, 2018).

Figura 1: Bambu Guadua angustifolia.

Fonte: acervo da autora, 2024.

2.3 Bambus: aspectos botanicos

A Guadua angustifolia, € um bambu lenhoso presente na América Central e do Sul
(PEREIRA, 2008; MUNOZ-LOPEZ, 2021). E conhecido por ser a melhor espécie no
mundo associada a durabilidade e resisténcia, o género Guadua é composto por bambus
lenhosos de médio e grande porte, atingindo mais de 30 metros de altura e 15 centimetros
de didmetro, ele se diferencia facilmente pela presenga de espinhos nos nés, cujo numero
e formato variam entre as espécies. Sao reconhecidas 19 espécies nativas, distribuidas
em todo o Brasil (FILGUEIRAS et al, 2017).

Em sua estrutura (Figura 2) € uma espécie que apresenta raiz entouceirada,
crescimento acelerado em média de 30 cm ao dia presenca de espinhos e uma faixa
esbranquigada na regidao do n6 ao longo do colmo, apresenta também amadurecimento
apds 3 anos de idade, e se retirados apropriadamente, sua reprodugdo pode ser
aumentada no ano seguinte (AZEVEDO et al, 2012; FILGUEIRAS et al, 2017).

O bambu pode ser dividido em raiz, caule, folhas e inflorescéncias a parte aérea

do caule, como em todas as gramineas, € denominada colmo. Os colmos sdo formados



21

por nés, entrends e gemas e apresentam rica diversidade de forma, podendo ser sélidos,
fistulosos ou medulosos, eretos, arqueados, apoiantes ou escandentes (DRUMOND;
WIEDMAN, 2017).

Diversas caracteristicas diferenciam bambus lenhosos e os bambus herbaceos
resumidamente nos bambus lenhosos podem ser citados os colmos que s&o ricos em
lignina e mais rigidos, enquanto bambus herbaceos sdo bem menos lignificados e podem
ser quebrados com as maos (AZEVEDO et al, 2012; FILGUEIRAS et al, 2017).

A morfologia do bambu e bem peculiar, sendo que a planta cresce por meio de
rizomas subterraneos dos quais saem as raizes e os colmos. A riqueza e a diversidade
morfolégica dos bambus sdo a base do conhecimento sobre sua taxonomia, e seu
entendimento € essencial para reconhecimento de espécies (DRUMOND; WIEDMAN,
2017).

Figura 2: Identificagao ilustrativa de partes de um bambu lenhoso.

Fonte: adaptado de SONG et al, 2016.

2.4 Guadua angustifolia Kunth

Em 1822 o género Guadua foi descrito por Karl Sigismund Kunth, concluiu-se que
novos Bambus americanos identificados inicialmente como pertencentes ao género
Bambusa Schreb, apresentavam caracteristicas suficientes para formar um novo género.
A presenca de folhas em formato triangular na qual a margem da bainha e lamina séo

geralmente continuos; presenga de uma distinta faixa de tricomas brancos acima e
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abaixo da linha nodal; sdo algumas das caracteristicas que diferenciam Guadua de outros
géneros (LONDONO, 2002).

Os maiores Bambus lenhosos s&o as Guaduas as quais se destacam de outros
géneros nativos e contribuem para a manutencao do ambiente conservando o solo contra
os efeitos da eros&o protegendo a fauna e a flora (LONDONO, 2002).

A Guadua angustifolia Kunth, € uma espécie de bambu tropical amplamente
conhecida por sua importancia ecoldgica e econémica. Originaria da América do Sul,
especialmente de paises como Brasil, Coldmbia e Equador, essa planta tem se destacado
por suas propriedades Unicas e aplicacbes diversas. Importante espécie de bambu
lenhoso de grande distribuicdo na regido Amazoénica, € bastante utilizada nas areas da
construcao civil, arquitetura, protegdo do ecossistema assim como apresenta beneficios
devido a presenca de metabdlitos secundarios presente no broto, colmo e folhas
(CALEGARI et al, 2007; HOSSAIN et al, 2013).

Um aspecto especifico e importante para o ecossistema, € que as suas raizes
subterraneas detém a capacidade de armazenar agua, de maneira que um hectare dessa
espécie pode acumular até 30.000 litros de agua (ROJAS QUIROGA et al, 2013). E
amplamente utilizada na construgao civil (GHAVAMI et al., 2017) onde as suas fibras
possuem caracteristicas semelhantes as fibras naturais, as quais sédo substituidas das
fibras sintéticas bem como substituto da madeira, (MARIN, 2011; GRECO, 2011).

2.5 Bambu e suas aplicacdes

Denominado como madeira do futuro, o bambu se apresenta como uma matéria
prima versatil onde expressa diversas aplicagbes. O Bambu € uma planta que possui
diversas funcionalidades, encontra-se utilidade em diversas areas desde construcao civil,
artesanato, agricultura, alimentacéo e até mesmo na industria de papel. Na Asia tornou-se
popular o emprego dos colmos para embalar alimentos pois acreditava-se que 0S mesmos
ao serem embalados com esse material eram preservados (CARVALHO et al, 2021).

Estudos demonstram que os colmos de bambu contém diversos compostos com
atividade antimicrobiana, o que pode explicar sua eficacia na conservacao e resisténcia a

degradacao. Esses compostos incluem flavonoides, saponinas, e outros fitoquimicos que
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tém a capacidade de inibir o crescimento de bactérias e fungos. Shen e Wang (2024)
conduziram uma pesquisa detalhada sobre as propriedades antimicrobianas dos extratos
de bambu. Eles identificaram que os extratos de bambu contém substancias que
apresentam atividade antimicrobiana significativa, o que pode estar associado a sua
capacidade de preservacao. O estudo encontrou que os extratos de bambu demonstram
eficacia contra uma variedade de patdégenos bacterianos e fungicos, sugerindo que o
bambu possui propriedades naturais que ajudam a prevenir o crescimento de
microrganismos que poderiam levar a deterioracdo do material (SHEN; WANG, 2024).

Ha séculos, o bambu é conhecido e utilizado no Oriente para as mais abrangentes
funcdes do cotidiano: alimento, estruturas de casas, telhas, portas e janelas, utensilios de
cozinha, objetos de decoracédo, cercas, pontes, irrigagdo, drenos, embarcacdes, entre
outras (DRUMOND; WIEDMAN, 2017), na China usam o bambu de varias formas, por
exemplo, pontes de bambu, agricultura, artesanato e outros (CARVALHO et al, 2021).

O uso do bambu na Asia, que data de mais de 5.000 anos, ¢ amplamente
documentado, refletindo sua importancia cultural e funcional na regido. O bambu é
conhecido por sua versatilidade e tem sido empregado em uma variedade de aplicacoes,
com mais de 4.000 usos identificados (XU et al, 2022).

A estrutura do bambu possui mais de trés mil finalidades, desde a area agrondmica
(SILVA; PEREIRA, 2012); conservacao e recuperacdo de areas degradadas, artesanato
(CORREIA et al., 2017); na fabricacdo de moveis (PEREIRA, 2012); introducao do bambu
na culinaria: pois o broto de bambu é rico em nutrientes como proteina vegetal, fibras,
aminoacidos, calcio, fésforo, vitaminas B1, B2 e C, o consumo regular deste produto
estimula os movimentos peristélticos do estbmago e intestino, previne e cura doencas
cardiovasculares e canceres e reduz a gordura e a pressao sanguinea (AMARAL et al,
2021); na area da producdo téxtil (NAYAK, 2016), na prevencado da eroséo do solo (ZHOU
et al, 2005) e na protecédo de animais, atuando como abrigo para aves (YEASMIN et al,
2015).
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2.6 Lectinas: conceitos e aspectos histéricos

As lectinas sdo um grupo de proteinas que possuem pelo menos um dominio nao
catalitico e a capacidade de se ligar reversivelmente e especificamente a carboidratos
simples ou complexos através de interagdes de ligagcdes de hidrogénio e interagcdes de
Van der Waals, que ocorrem no dominio de reconhecimento de carboidratos da lectina
(Figura 3) (SHARMA et al, 2017).

Figura 3: Esquema ilustrativo formando complexo lectina-ligante, através de

Dominio de Reconhecimento a Carboidratos — DRC.

Carboidrato

Ligagoes de Hidrogénio

Interagdes
Hidrofébicas

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2020.

As lectinas sdo de origem ndo imune, existindo em animais e também em
organismos que ndo possuem sistema imunologico, como plantas, possuindo a
habilidade de promover aglutinagéo das células (SANTOS et al, 2014; PROCOPIO et al,
2017). Lectinas s&o encontradas na maioria das espécies, sendo principalmente bem
conhecidas nos tecidos vegetais, executando uma ampla gama de papéis bioldgicos
(ADAMUDE et al, 2019). Nos vegetais, as lectinas sao extraidas em diferentes estruturas
como: semente, raiz, tubérculos cerne, rizoma, casca, flores e folhas (KAUR et al, 2006).

Lectinas sdo também reconhecidas como uma classe de proteinas heterogéneas

oligoméricas variando em estrutura, organizagao molecular, tamanho e sitios de ligagoes
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a acgucares. As lectinas vegetais podem ser estruturalmente classificadas em
merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 4). Esta compreenséao
leva em conta, a presenga ou nao de sitios cataliticos de afinidade a carboidratos na
prépria molécula proteica (PROCOPIO et al, 2017).

2.6.1 Classificacao de lectinas
2.6.1.1 Merolectinas

As Merolectinas apresentam um unico sitio de reconhecimento a carboidrato,
conhecidas por serem monovalentes. Devido a sua natureza monovalente, este grupo de
lectinas ndo aglutinam células, pois, seria necessario ter pelo menos dois dominios de
ligacao a carboidratos (PEUMANS & VAN DAMME, 2010).

2.6.1.2 Hololectinas

As Hololectinas apresentam pelo menos dois ou mais sitios idénticos de ligagéo a
carboidratos, sao lectinas completas, consistindo em unidades multiplas que formam uma
estrutura funcional capaz de reconhecer e se ligar a carboidratos especificos. Elas sé&o
efetivas na aglutinagdo celular e na modulagao de respostas bioldgicas (PEUMANS &
VAN DAMME, 2010).

2.6.1.3 Quimerolectinas

As Quimerolectinas apresentam um ou mais dominios independentes e de fungao
bioldgica distinta. Analises de sequéncias de genomas de plantas completas revelaram
que as quimerolectinas sdo muito abundantes em plantas, dependendo do numero de
sitios de ligagdbes a carboidrato, as quimerolectinas podem apresentar um

comportamento similar a de uma merolectina ou hololectina (CAVADA et al, 2006).
2.6.1.4 Superlectinas

As superlectinas dispoem de pelo menos dois sitios de ligagdes a carboidratos, os
quais se ligam a dois tipos de carboidratos estruturalmente diferentes. Sdo lectinas com
alta afinidade e especificidade para carboidratos, e possuem multiplos sitios de ligagéo

que conferem a capacidade de formar complexos grandes. Elas tém aplicagcbes em
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pesquisas e na industria farmacéutica devido a sua precisdo no reconhecimento de
carboidratos (LEHMANN et al., 2021).

Figura 4 - Classificagao estrutural das lectinas de plantas e seu DRC.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

. > e ( D-amSC - Y ¢
)—@ & @D-3< ey
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Heveina (PDB cod. 1Q9B) CPL (PDB cod. 3U4X) Ricina (PDB cod. 2R2X) BC2L-C (PDB cod. 2XR4)

)>—O Dominio de ligacdo a carboidratos
I-3< Dominio catalitico

Fonte: Adaptado de CAVADA et al., 2001.

Devido a sua capacidade em realizar pontes com carboidratos e glicoproteinas
que estao presentes em solugdo ou ligadas as membranas de células, as lectinas séo
facilmente identificadas ao realizar um ensaio de aglutinagdo, podendo ser utilizado
eritrocitos de humanos ou animais (SINGH, 2016).

O ensaio de hemaglutinacao (Figura 5A) utiliza placa de micro titulagdo, onde é
realizado uma diluicdo seriada da amostra contendo a lectina. Esse ensaio € a forma
mais simples e rapida de detectar lectinas em uma amostra, isto por que as lectinas
aglutinam eritrécitos por reconhecer os carboidratos da superficie celular, formando uma
rede reticulada (SANTOS et al, 2014). Nesse teste, é realizado uma diluicdo seriada da
amostra em uma solugao contendo carboidrato ou glicoproteina livre antes da incubagéao
com eritrocitos. Esse teste define a especificidade da lectina a carboidratos (PAIVA et al.,
2013). Para realizar a confirmagao de que o agente hemaglutinante (AH) € uma lectina,

sd0 necessarios testes de inibigdo da atividade hemaglutinante (Figura 5B). E
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considerado o carboidrato especifico aquele que resulta na maior inibicdo da

hemaglutinagao.

Figura 5: Esquema representando aglutinagao de eritrocitos realizada por lectinas.
Rede de aglutinagao formada pela ligagcao de uma lectina aos carboidratos da
superficie dos eritrocitos (A). Inibicao da formacao da rede de aglutinagao por

carboidratos livres (B).

(A) (B)

Carboidrato

Fonte: BEZERRA, 2009.

Devido a um aumento do potencial biotecnologico que essas lectinas representam
e a diversidade da fauna e flora brasileira, as quais ainda se encontram desconhecidas
quanto as suas potencialidades, novas lectinas estdo sendo identificadas, isoladas,
caracterizadas e avaliadas quanto as suas atividades biologicas. Grande parte das
lectinas tem sua biossintese realizada nos ribossomos das células, seguindo para o
reticulo endoplasmatico sendo transportada para o complexo de Golgi onde sao
armazenados em vacuolos (SA et al, 2009).

Devido a enorme variabilidade estrutural e ao fato de serem encontradas em uma
ampla gama de espécies, ja foram identificadas diversas propriedades funcionais para
essa classe de proteinas, podendo-se destacar as atividades biologicas anti-

inflamatdrias, antitumorais, inseticidas, antifungicas e antibacterianas (CAVADA et al,
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2020; FONTENELLE et al, 2018; PALHARINI et al, 2017; MACEDO et al, 2015; PAIVA et
al, 2010; GOMES et al, 2014)

A partir dos estudos dessas atividades biolégicas (Tabela 1) tem identificado

diversas aplicagcbes em diferentes areas como: na ciéncia basica, biotecnologia,
medicina, bioquimica, biologia celular e molecular (FERNANDES, 2012; FARIAS, 2013).

Tabela 1: Diversas aplicagcdes biotecnolégicas das lectinas.

AREAS

APLICAGOES

REFERENCIAS

BIOQUIMICA

Identificagdo de grupos sanguineos

(ABO humano)

WU et al, 2023

BIOMARCADOR

Marcadores de superficie celular

CHENG et al, 2008;
POIROUX et al, 2017;
ISLA et al, 2023.

ANTIFUNGICA Diminuicdo na absorg¢ao de CERELLA et al, 2021;
nutrientes e germinagao de esporos PRACHI et al, 2021.
INFLAMAGAO Lectinas com capacidades pro- MOTA et al, 2006;
inflamatorias e anti-inflamatérias BITENCOURT et al, 2008.
LEITE et al, 2012;
ANTICOAGULANTE Prolongamento do tempo de GUPTA et al, 2012.
ativacao parcial da protrombina e LUZ et al, 2013.
tromboplastina KAVIYARASI et al, 2021.
FARMACOLOGIA Uso de lectinas como carreadoras ANJALI et al, 2004.
de drogas LI et al, 2008.
OLIVEIRA et al, 2020.
ANTIVIRAL Interferéncia na replicagéo e HAMID et al, 2013.

crescimento do virus

WIGGINS et al, 2024

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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2.7 Atividade antimicrobiana

As doengas em paises em desenvolvimento estdo relacionadas com a
desnutrigéo, falta de saneamento basico, e dificuldade de acesso aos medicamentos (Al-
Worafi et al, 2024; OMS, 2023).

A atividade antimicrobiana refere-se a capacidade de substancias ou agentes em
inibir o crescimento de microrganismos patogénicos ou mata-los. Esse campo é crucial
na prevencao e tratamento de infecgdes causadas por bactérias, fungos, virus e
parasitas. As pesquisas atuais estao explorando uma variedade de fontes e métodos para
desenvolver novas estratégias antimicrobianas, incluindo novos antibioticos, técnicas de
modulacao da resposta imune e o uso de produtos naturais. Muitos produtos naturais,
incluindo fitoterapicos e compostos derivados de plantas, tém mostrado atividade
antimicrobiana significativa (Newman 2016).

Ao longo dos anos os microrganismos patogénicos estdo desenvolvendo
resisténcia aos antimicrobianos comumente utilizados e apresentam risco a saude
publica (YAP et al, 2014). Muitos estudos vém sendo desenvolvidos e direcionados a
descoberta de novos agentes antimicrobianos procedentes de extratos vegetais e
produtos naturais, com a finalidade de descobrir compostos com atividade comparada a
dos utilizados convencionalmente, porém, com menor toxicidade, mais eficazes contra a
resisténcia de micro-organismos patogénicos e com menor impacto ambiental (BONA et
al., 2014).

A avaliacdo do potencial antimicrobiano de extratos de plantas medicinais
brasileiras contra microrganismos resistentes € um campo de pesquisa relevante,
especialmente considerando a crescente preocupag¢ao com a resisténcia antimicrobiana.
Alguns estudos como exemplo Volpato (2022) investiga em identificar extratos como
Cariniana rubra Gardiner ex Miers, Senna martiniana, Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan e Spiranthera odoratissima St. Hil. com potencial para combater
infeccbes causadas por microrganismos que apresentam resisténcia a antibidticos
convencionais.

Com uma estrutura quimica diferente dos antibidticos sintéticos, os compostos
vegetais podem regular o metabolismo intermediario de patégenos, ativando ou

bloqueando reacgdes e sintese enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de membranas
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(MICHELIN et al., 2005). A pesquisa por novas substancias capazes de controlar o
crescimento bacteriano € essencial.

O biofilme é um aglomerado de microrganismos, como bactérias, envolto em uma
matriz polimérica extracelular rica em carboidratos, proteinas e acidos nucleicos. Esse
conjunto pode aderir a superficies vivas ou inertes, apresentando caracteristicas
fenotipicas distintas das células plancténicas, o que o torna uma importante causa de
infecgdes e resistente a tratamentos (DONLAN & COSTERTON, 2002). A formagao de
biofilmes € um processo sequencial em trés fases: a fase inicial, que envolve a aderéncia
a um substrato e a adeséo entre células; a fase intermediaria, caracterizada pela
proliferagao celular e aumento da populacao patogénica; e a fase de maturagao, onde se
desenvolvem estruturas invasivas (FLEMMING ET AL., 2016).

Biofilmes bacterianos sdo comunidades estruturadas de microrganismos aderidos
a superficies, cercados por uma matriz extracelular composta de polimeros produzidos
pelos proprios microrganismos. Eles representam um desafio significativo para a
medicina e a industria devido a sua resisténcia a tratamentos antimicrobianos e ao
sistema imunoldgico. As bactérias aderem a superficies, se multiplicam e produzem uma
matriz extracelular que protege a comunidade. A compreensdo desses processos €
crucial para desenvolver estratégias eficazes para a prevengao e controle de infec¢des
(FLEMMING et al, 2016).

A formacéao de biofilmes bacterianos, proporcionam a essas bactérias uma maior
resisténcia a antimicrobianos e assim consigam proliferar em diversos ambientes, sejam
eles industriais, hospitalares, ou no proprio individuo acarretando assim diversas doencas
(MOURA, 2019). Por isso que na atualidade ha uma necessidade de buscar novas

plantas que apresentem essa atividade antimicrobiana.

2.7.1 Atividade antimicrobiana das lectinas

As proteinas antimicrobianas sao essenciais tanto em plantas quanto em animais
para defesa contra patogenos. Elas desempenham papéis cruciais nos mecanismos de
defesa inata, contribuindo para a protecéo e resposta a infec¢des (SETH et al, 2020).

Em plantas, as proteinas antimicrobianas, também conhecidas como proteinas

antimicrobianas vegetais (PAVs), sdo uma das principais defesas contra patdgenos como
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bactérias, fungos e virus. Elas funcionam através de diversos mecanismos, incluindo a
degradacao de componentes da parede celular dos patdgenos e a inibicado de processos
vitais dos microrganismos (VAN LOON et al., 2006).

Em animais, as proteinas antimicrobianas sdo componentes chave do sistema
imune inato. Elas atuam rapidamente para identificar e neutralizar patégenos, muitas
vezes antes que o sistema imune adaptativo possa responder. Essas proteinas incluem
peptideos antimicrobianos (PAMPs), como defensinas e catelicidinas, que podem destruir
a membrana celular dos patégenos e recrutar células do sistema imunolégico para o local
da infeccdo (SCHMIDT, 2019).

As plantas sao fonte de diversos compostos que possuem acdo comprovada
contra microrganismos (CIMANGA et al, 2011). Portanto, muitas substancias, até mesmo
as lectinas, estdo sendo estudadas quanto ao seu efeito antimicrobiano.

As lectinas sao proteinas que se ligam especificamente a carboidratos e
desempenham um papel crucial na interagdo com a parede celular bacteriana. A parede
celular de muitas bactérias Gram-positivas € composta por um heteropolimero chamado
peptidoglicano, que é essencial para a integridade estrutural da célula bacteriana, essa
capacidade que as lectinas tem de interagirem com carboidratos presentes na superficie
de bactérias, impedem a mobilidade e o crescimento das mesmas. Essa interagcéo pode
modificar a estrutura da bactéria e a permeabilidade de sua membrana (SETH et al,
2020).

Lectinas que se ligam a quitina sdo um grupo importante de proteinas que
desempenham papéis criticos em varias fungdes biologicas e tém atraido atencéao
significativa na pesquisa estrutural devido a sua estabilidade e capacidade de ligacéao,
essa estabilidade esta relacionada ao alto teor de ligagdes dissulfeto intracadeia
oferecendo rigidez e estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura. A quitina,
um polimero de N-acetilglicosamina, € um componente estrutural comum em fungos e
exoesqueletos de artropodes, e as lectinas que se ligam a ela s&do valiosas para estudar
interagdes proteina-polimero e desenvolver novas aplicagdes biotecnolégicas (BESSA et
al, 2022).

Lectinas interagem com carboidratos inicialmente presentes na parede celular

bacteriana. O peptidoglicano € um polimero linear formado por unidades alternadas de
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acido N-acetilglucosamina (GIcNAc) e acido N-acetilmuramico (MurNAc), conectadas por
ligacbes B1-4. Essas unidades sao ligadas entre si formando uma rede complexa que é
reforcada por ligacées cruzadas de peptideos. Esta estrutura confere rigidez a parede
celular, impedindo a turgescéncia e o rompimento da célula bacteriana devido a pressao
osmotica (SETH et al, 2020).

Lectinas que interagem com carboidratos presentes na parede celular bacteriana
podem reconhecer e se ligar aos componentes especificos do peptidoglicano. Essa
interagcdo é importante para a detec¢ao de patdgenos e pode desempenhar um papel na
modulagdo da resposta imune ou no desenvolvimento de terapias antimicrobianas (De
Schutter, 2015).

As lectinas desempenham papéis importantes na interagdo com esporos fungicos,
interagindo com carboidratos, como polissacarideos e glicoproteinas, presentes na
superficie dos esporos. Essas interacdes afetam a absorgao e o transporte de nutrientes
essenciais, prolongando o periodo latente antes da germinag¢ao. Durante a germinacao,
0s esporos necessitam de nutrientes especificos para iniciar e sustentar o crescimento,

o que significa que as lectinas influenciam esse processo (CONINCK, 2021).
2.7.1.1 Bactérias

As bactérias, como representantes dos seres procariéticos, foram selecionadas na
natureza pela sua elevada capacidade de adaptar-se ao ambiente que as cercam, em
virtude de sua grande taxa de multiplicagdo, bem como por sua elevada taxa metabdlica.
Desta forma, estes seres particulares foram e ainda sao utilizados no estudo de técnicas
genético-moleculares e analises bioquimicas, que vém sendo empregadas nos diferentes
campos da microbiologia (MOREIRA et al, 2015). Essas caracteristicas fazem das
bactérias organismos-modelo ideais para estudos cientificos e aplicagbes
biotecnolodgicas.

As bactérias sdo notaveis por sua capacidade de adaptar-se rapidamente a
mudancas em seu ambiente. Essa adaptabilidade é facilitada por mecanismos como
mutacdo genética, recombinagao horizontal e regulagcdo génica dinamica. Essas

caracteristicas permitem que as bactérias colonizem uma variedade de nichos
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ecoldgicos, desde ambientes extremos até organismos multicelulares (MILLER et al,
2019).

As bactérias sdo organismos unicelulares e procarioticos que pertencem ao reino
Bactéria. Elas desempenham papéis cruciais em diversos ecossistemas e interagem de
maneira complexa com outros seres vivos, tanto em associagcbes benéficas quanto
prejudiciais. Sua classificacdo é baseada em varias caracteristicas, sendo a constituicao
da parede celular uma das mais importantes, especialmente quando se considera a
coloracédo de Gram, que divide as bactérias em dois grupos principais: Gram-positivas e
Gram-negativas (GOMES, 2013).

A classificacdo das bactérias em Gram-positivas e Gram-negativas é fundamental
para a microbiologia e a compreensao das propriedades estruturais e funcionais dessas
células. A diferenga na composicao da parede celular entre esses dois grupos € uma das
principais caracteristicas utilizadas para distingui-los e entender seu comportamento
bioldgico e sua resposta a tratamentos antimicrobianos (GOMES, 2013).

As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas diferem principalmente na estrutura
da parede celular. As Gram-positivas possuem uma parede celular espessa, composta
predominantemente por peptidoglicano, que retém o corante cristal violeta durante a
coloracao de Gram, resultando em uma coloragao roxa. Em contraste, as Gram-negativas
tém uma parede celular mais fina, também contendo peptidoglicano, mas coberta por
uma membrana externa rica em lipopolissacarideos, o que faz com que nao retenham o
cristal violeta e aparecam coradas de rosa apds a contra coloracdo (MADIGAN, et al,
2016).

Essas diferengas estruturais influenciam a resposta das bactérias a antibioticos e
a sua patogenicidade. As Gram-positivas sdo geralmente mais suscetiveis a antibiéticos
que atuam na parede celular, enquanto as Gram-negativas tendem a ser mais resistentes
devido a sua membrana externa. Além disso, as Gram-positivas produzem
principalmente exotoxinas, enquanto as Gram-negativas contém endotoxinas, que
podem causar reagdes inflamatérias significativas. Essas caracteristicas tém implicagbes

importantes no tratamento de infecgdes bacterianas (KANG, et al, 2016).
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2.7.1.2 Fungos

Os fungos sdo conhecidos por sua capacidade de decompor matéria organica,
fixar nutrientes e formar associagdes simbidticas com plantas e outros organismos. Além
de sua importancia ecologica, os fungos tém aplicagdes significativas na industria e
medicina, mas também podem causar doengas em humanos e plantas (HOLLAND et al.,
2021).

Os fungos sao organismos heterotroficos que podem ser unicelulares ou
pluricelulares. Os fungos unicelulares vivem como células isoladas e desempenham
papéis importantes em ecossistemas naturais e tém varias aplicagbes praticas em
industrias e biotecnologia como na fermentagdo e produgédo de alimentos e bebidas
(VOIGT et al, 2021).

Os fungos pluricelulares sao caracterizados pela formagdo de estruturas
filamentosas denominadas hifas, que se organizam para formar uma rede conhecida
como micélio. Essa estrutura é fundamental para a nutricdo e a reproducéo dos fungos,
aléem de desempenhar um papel crucial na interagdo com o ambiente e outros
organismos. (LUCKING et al, 2022).

A parede celular dos fungos é uma estrutura complexa e essencial para a
manutencdo da forma, protecdo e integridade celular. E composta principalmente por
polissacarideos e proteinas, com a quitina sendo um dos principais componentes
estruturais na maioria dos fungos. Em alguns casos, outros polissacarideos, como a
celulose, também podem estar presentes, dependendo da espécie e do tipo de fungo
(LUCKING et al, 2022).

Os fungos desempenham um papel crucial na manutencdo dos ecossistemas
devido a sua fungdo como decompositores primarios da matéria organica. Juntamente
com as bactérias heterotroficas, eles sao responsaveis pela decomposi¢cao de materiais
complexos, como a lignina, e pela reciclagem de nutrientes. Este processo € essencial
para a saude e o equilibrio dos ecossistemas, contribuindo para a sustentabilidade
ambiental e possuindo também implicagdes econémicas significativas (HOLLAND et al.,
2021).

A decomposicao libera didxido de carbono para a atmosfera e devolve para o solo

os compostos nitrogenados e outras substancias. Os nutrientes liberados durante a
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decomposicao sao reutilizados por plantas e outros organismos. Esse ciclo € vital para a
fertilidade do solo e para a saude das plantas, que, por sua vez, sustentam a cadeia
alimentar para animais e outros organismos (LUCKING et al, 2022).

Os fungos atuam como um elo de ligacdo entre os componentes bidticos
(organismos vivos) e abidticos (elementos ndo vivos) do meio ambiente, ajudando a

manter o equilibrio dos ecossistemas (VOIGT et al, 2021).

2.8 Metabolismo de plantas

As plantas produzem uma grande diversidade de produtos quimicos que podem
ser classificados como metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios séo
aqueles compostos que todas as plantas produzem e que estao diretamente envolvidos
no desenvolvimento e crescimento. Neles estdo inseridos carboidratos, proteinas,
aminoacidos e acidos nucléicos, possuem baixa atividade bioldgica, ocorrem
continuamente no vegetal, pois participam do processo de fotossintese, de respiragao e
do transporte de solutos (BARBOSA, 2017). Sao responsaveis pela fungao estrutural,
plastica e de armazenamento de energia e sdo responsaveis por fornecer as moléculas
que servem de base ao metabolismo secundario (WINK, 2003).

Metabolitos secundarios sdo compostos organicos produzidos por organismos
vivos, principalmente plantas, fungos e bactérias, que ndo sao essenciais para a
sobrevivéncia direta e crescimento dos organismos, mas desempenham papéis
importantes em suas interagdes ecoldgicas e adaptagdes. Eles incluem uma vasta gama
de substancias quimicas que sao frequentemente utilizados em defesa contra
predadores, patogenos e competicdo, e em atragao de polinizadores ou dispersores de
sementes. Os metabolitos secundarios sdo também de grande interesse na farmacologia
e na industria devido as suas propriedades bioativas e potenciais aplicacbes terapéuticas
(TAIZ, 2017).

Os metabdlitos secundarios apresentam baixo peso molecular, estrutura
complexa, alta atividade biolégica, baixas concentracbes e contribuem para a
diferenciacao de espécies (PEREIRA, 2012). Os metabdlitos secundarios, sao altamente
especificos e desempenham um papel importante na evolugdo dos vegetais € na

interacéo com os seres vivos. Em geral, pertencem a uma das trés principais classes de
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moléculas: terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados. Esses compostos geralmente
estao relacionados com a protegao dos vegetais a estresses bidticos e abidticos além de
serem comercialmente utilizados pelas industrias biofarmacéutica, de corantes e aromas
(RASKIN et al, 2002).

Outra caracteristica dos vegetais em relacdo ao metabolismo secundario é a
elevada capacidade Biosintética, tanto em relagdo ao numero de substancias produzidas
quanto a diversidade em uma mesma espécie (FERRERA et al, 2016). A sintese desses
metabdlitos € influenciada por diferentes condi¢ées ambientais como temperatura, macro
e micronutrientes do solo, estado de desenvolvimento da planta, disponibilidade hidrica
e intensidade de radiagao solar (GREAY, 2015).

As extensas atividades metabdlicas desses produtos secundarios atuam na defesa
das plantas, como resposta a ameacas de herbivoros, através de atividade neurotdxica
ou como agentes atrativos como aroma, cor, sabor, para polinizadores (WINK, 2003).

As atividades bioldgicas dos metabdlitos secundarios de plantas contribuiram para
que essas fossem utilizadas ha séculos na medicina popular atuando na prevencgao,
tratamento e cura de doencas (BRAIBANTE et al, 2014).

As substancias bioativas das plantas com efeitos terapéuticos sdo chamadas de
principios ativos e apresentam uma variedade de estruturas moleculares, essas cadeias
carbdnicas podem apresentar varios grupos funcionais sendo organizados em diferentes
classes conforme as semelhangas quimicas. O uso destes compostos € utilizado de
varias formas tais como: uso farmacoldgico, aromatizantes, alucinégenos, venenos,
pesticidas (FUMAGALI et al, 2008).

A analise fitoquimica possibilita identificar os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes em diferentes amostras contribuindo para elucidagdo dos mecanismos de
acao e aplicagdo de extratos vegetais nas mais diferentes areas de interesse
biotecnolégico (FERREIRA, 2014).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar e analisar a atividade antimicrobiana do extrato do colmo da G.

angustifolia.

3.2 Objetivos especificos

+ Obter o extrato bruto do colmo do Bambu (G. angustifolia)

+ Realizar fracionamento proteico do extrato bruto

+ Determinar a concentragdo de proteina do extrato e fragdes

+ Determinar o teor de fendis totais do extrato bruto

+ |dentificar metabdlitos secundarios do extrato

+ Confirmar a presenga de lectina e caracteriza-la quanto a especificidade de
interacéo com carboidratos

+ Avaliar o efeito do extrato no crescimento e sobrevivéncia de bactérias e fungos
patogénicos a humanos.

+ Avaliar o efeito do extrato sobre a formacgédo de biofilme bacteriano e fungico.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao das amostras G. angustifolia

Foram coletados os colmos da G. angustifolia (Figura 6) do Banco de
Germoplasma do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da UFAL, localizado no municipio
de Rio Largo, no Campus Delza Gitai.

Dessas amostras que foram coletadas, foram retirados os colmos para secagem
€ para esse processo, eles foram expostos a temperatura ambiente durante 15 dias. O
material vegetal seco foi moido com auxilio de um moinho de facas e peneirado (SL-32
Solab cientifica — peneira de 18 mesh) (Figura 7).

A obtengdo do material vegetal foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio; processo n. 75928-1) e pelo Sistema Nacional
de Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN;
processo n. A7TB527A).

Figura 6: Coleta da Guadua angustifolia.

Fonte: acervo da autora, 2024.
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Figura 7: Moinho de facas utilizado para trituragdo do colmo desidratado G.
angustifolia (A); P6 obtido do colmo desidratado da G. angustifolia (B).

(A) (B)

Fonte: acervo da autora, 2024.

4.2. Preparo do extrato bruto do colmo desidratado da G. angustifolia

Foi pesado 10 g de p6 do colmo desidratado do bambu, (pesado em balanga
analitica - Marte AY220) o qual foi adicionado em 50 mL da seguinte solugéo de extragao:
tampao Tris HCI 50 mM pH 8,0.

A solugédo de extragao foi mantida sob agitagdo constante durante 16 horas a
temperatura de 4°C (agitador magnético IKA IKAMAG C-MAG HS57), para evitar
desnaturacao das proteinas contidas no meio de extragao.

O proximo passo seguiu-se por dois métodos:
Método 1:

O extrato bruto foi centrifugado (HERMLE- Z236K) por 15 min a 15000 g a 4° C
para retirada do material particulado do meio. Por fim, o sobrenadante foi armazenado
em tubo Falcon para analises posteriores.

Método 2:

O extrato bruto foi colocado na membrana semipermeavel com poro de 10 kDa e

concentrado com polietilenoglicol (PEG), que tem a capacidade de absorber agua. Logo
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apo6s esse processo o extrato foi ressuspendido com tampéao Tris HCI 50 mM pH 8,0.
Esse método de concentragdo do extrato foi necessario para realizar a avaliagao

antibacteriana. A amostra precisava estar mais concentrada.

4.3 Analise fitoquimica qualitativa do extrato do colmo da G. angustifolia

Para identificar classes de compostos oriundos do metabolismo secundario no
extrato aquoso de G. angustifolia, foi realizado uma analise fitoquimica qualitativa,
conforme descrito por Matos (1988), sendo utilizado para cada processo metodolégico o
volume de 3 mL para a prospecgéao fitoquimica. Baseado na metodologia adotada foi
possivel realizar a prospecgdao de compostos fendlicos, taninos, antocianinas e
antocianidinas, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas, flavonondis,

leconantocianidinas, catequinas, flavononas, esteroides, triterpenoides e saponinas.

As reacbes qualitativas foram avaliadas por meio da mudanca de coloragao
decorrente da presenca ou auséncia dos compostos citados e, as analises, realizadas

em ftriplicata.

4.3.1 Testes para fenois, taninos pirogalicos e taninos flobaténicos

Em um tubo de ensaio foram adicionadas trés gotas de solucdo alcodlica de
cloreto férrico (FeCls) e, apos leve agitacéo, foi verificada a formagéo de precipitado e/ou
mudanca de coloracdo, como indicativo da presencga/auséncia dos compostos
investigados (fendis, taninos pirogalicos e taninos flobaténicos). A coloracéo entre o azul
e o vermelho ¢é indicativa da presenca de fendis; ao passo que o precipitado escuro de
tonalidade azul confirma a presenga de taninos pirogalicos (hidrolisaveis). Finalmente, a
formacéo da coloracao verde representa indicativo da presenca de taninos flobafénicos
(taninos condensados ou catéquicos). Para comparacéao foi realizado teste em branco

utilizando apenas agua e o cloreto férrico.
4.3.2 Teste para leucoantonocianidinas, catequinas e flavanonas

Para esta analise, foram preparadas duas solug¢des, uma ajustada a pH 2 com
adicédo de HCI (0,1M) e o outra alcalinizada pH 11 pela adicdo de NaOH (0,1M). Ambas
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foram aquecidas com o auxilio de uma lamparina de alcool durante 3 min, onde
posteriormente foi observada a variagao na coloragao, como indicativo da presenga ou

auséncia dos compostos secundarios.
4.3.3 Testes para flavonodis, flavanondis e xantonas

Em um tubo de ensaio contendo extrato aquoso da G. angustifolia, foi adicionado
uma fita de magnésio e 1 mL de HCI concentrado. Apos o término da reagao, indicada
pela efervescéncia, esta aliquota foi comparada com a aliquota acidulada do teste
anterior 4.3.2. O surgimento ou a intensificacdo de cor vermelha indica a presenga de

flavonois, flavononas, flavononodis e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.
4.4 Dosagem de fenois (teste quantitativo)

Para quantificar os fendis presentes nas amostras foi utilizado o método de Folin
Ciocalteau (CICCO et al, 2009) com adaptagdes. Em um tubo de ensaio foram
adicionados 120 yL da amostra, acompanhado de 300 pL de Folin Ciocalteau.
Inicialmente construiu-se uma curva de calibragéo, reagindo-se o acido galico com o
reagente de Folin Ciocalteau. As concentragdes utilizadas para o acido galico foram de
1,0-7,0 ug /mL.

A leitura em espectrofotémetro foi feita no comprimento de onda de 760 nm,
realizada em triplicata. Os resultados foram expressos em ug equivalentes de acido

galico por grama da amostra bruta. (ug EAG/g).

4.5 Identificagcao de metabdlitos secundarios no extrato por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo o método
de leri et al. (2011), utilizou- se como fase movel: solvente A (acido formico 0,1%) e
solvente B (metanol). A coluna cromatografica foi mantida a temperatura de 33°C coluna
C18 marca Phenomenex, modelo Kinetex (250 x 4,6 mm: 5 ym) para analise. Foram
utilizados dois detectores UV-vis nos comprimentos de onda de 275nm, 290nm, 320nm,
354nm e 515 nm, e o detector de fluorescéncia em trés comprimentos de excitacédo e

emissao (250nm:450nm; 290nm:450nm; 320nm:450). A fase movel foi bombeada com
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um fluxo de 0,4mL em um sistema gradiente iniciando com 3%. Os padrdes de
flavonoides utilizados foram vitexina, acido clorogénico, acido galico, acido p-cumarico,
acido 2-cumarico, quercetina, apigenina, luteolina, miricetrina, rutina, quercitrina,
cacetina, crisina, hisperidina, catequina, cumarina, resveratrol. para antocianinas foram

cianidina cloridrato adquiridos da extrasynthese® (Lyon Nord, France).
4.6 Ensaio de atividade hemaglutinante

Para a verificagao da presenca de lectina no extrato, o mesmo foi avaliado quanto
a atividade hemaglutinante - AH (Figura 8A) do Extrato Bruto e da fracdo (F 0-20) foi
realizado em placas de micro titulagcdo de 96 pocos utilizando eritrocitos de coelho,
segundo a metodologia descrita por Paiva e Coelho (1992).

Uma Aliquota (50 pyL) da amostra foi diluida serialmente em NaCl 0,15 M em todos
os pocgos de interesse. O primeiro pogo da esquerda foi considerado o controle negativo
(CN) e ao segundo pogo foram adicionados 50 uL da amostra, a qual foi feita uma diluicao
seriada, retirando-se 50 pL a partir desse pogo e adicionando-se ao pogo seguinte, e
assim sucessivamente (Figura 8). Desse modo obteve-se as amostras nas diluigdes de
1/2, 1/4, 1/8, 1/16 até 1/2048 (titulos). Os testes foram realizados em duplicatas.

A AH (Atividade Hemaglutinante) - inverso do titulo, foi definida como a diluicao de
menor concentragdo das amostras que apresentou nitida aglutinagéo dos eritrécitos. A
AHE (Atividade Hemaglutinante Especifica) foi definida pela raz&o entre o titulo e a

concentracao proteica (mg/mL).

4.7 Precipitagdao com sulfato de aménio (NH4)2SO4 a partir do extrato bruto da G.

angustifolia

Com o extrato bruto obtido a partir do colmo da G. angustifolia, foi realizado uma
precipitacado salina com sulfato de aménio, para remogao das proteinas de ndo interesse.
O fracionamento foi realizado em diferentes etapas de precipitacdo, onde foi submetido
a centrifugacéo refrigerada a 15000 xg (HERMLE- Z236K) a 4°C por 15 min. O volume
inicial de extrato para a precipitagao foi de 20 mL. Este procedimento foi realizado de
forma lenta durante a adigdo do sal, e sob baixa agitagao, para obter uma solubilizagao

homogénea, e uma maior separagao das proteinas em fungédo do grau de solubilidade.
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Apoés a precipitacdo, as amostras coletadas foram submetidas ao teste de atividade

hemaglutinante, para confirmar em qual fragdo estaria concentrada a lectina.

Tabela 2: Precipitacao salina.

Fracdo (%) | Massa de (NH4)2S04 (g/L)
20 106
40 113
60 120
80 129
100 157

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

4.8 Determinagao da concentragao de proteina

Para determinar a quantidade de proteinas presentes no EB, Extrato concentrado
e na fragao foi utilizado o método de Bradford (Bradford, 1976; SPEROTTO, 2014.),
usando albumina de soro bovino como padrao (250-0,009 ug/mL). Foram utilizadas 10
WL das amostras (extrato bruto e fragdo), e 190 uL de reagente de Bradford. Em seguida,
as amostras foram incubadas por 5 min, e a absorbancia foi medida no espectrofotdmetro
a 595 nm (VARIAN CARY 50 BIO). As unidades correspondem a mg/mL de proteina.

4.9 Testes de inibigcao a carboidratos

A especificidade das lectinas aos carboidratos geralmente é determinada pelo
ensaio de inibicdo da hemaglutinacdo (Figura 8B) ou precipitagdo de glicoproteinas
(Carvalho, et. al., 2015). Desse modo, as concentragdes de solugdes inibidoras foram
0,2; 0,1; 0,5 e 0,25 M para os carboidratos D—Galactose, D—-Glicose, maltose, fucose,
ribose, raminose, glicopiranose, piranose, D—frutose, D—arabinose, D—lactose, manose,
n-acetil-monosamina, n-acetil-glicosamina, n-acetil-galactose e 500, 250 e 125 pg/mL
para glicoproteina — fetuina (GOMES et. al, 2013).

Aliquotas de 50 uL da amostra diluidas serialmente foram levadas a incubagao

inicial em solugao de carboidrato dissolvido em NaCl 0,15 M durante 15 minutos. Logo
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apos, foram adicionadas 50 yL de suspensédo de eritrécitos (2,5 % v/v) nos pogos de
micro titulagao e incubadas por um periodo de 45 minutos. Uma aliquota de 50 uL da
amostra diluida serialmente em igual volume de solugao salina de NaCl 0,15 M incubada

com 50 pL de suspensao de eritrocitos de coelho foi usado como controle negativo.

Figura 8: Ensaio da atividade hemaglutinante (A) e ensaio de inibigcao da atividade

hemaglutinante por carboidratos (B).
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Fonte: QUEIROZ, 2017.

4.10 Cromatografia liquida por afinidade

A fragao que obteve a maior atividade hemaglutinante especifica obtida a partir da
etapa de pré-purificacdo do fracionamento salino (precipitado 0-20%) foi aplicada em uma
coluna cromatografica (10 x 2,5 cm) em matriz de quitina (Figura 9) previamente hidratada
com NaCl 0,15 M, seguida de 40 mL de tampao de equilibrio Tris-HCI pH 8,0 50 mM, a
um fluxo de 0,2 mL/min em 2 volumes de coluna. em seguida foi utilizado, como tampdes
de eluicdo 20 mL de Tris-HCI contendo NaCl 0,5M pH 8,0; 20 mL de acido acético 0,5 M
e 20 mL acido acético 1 M. Foram coletadas de 2 mL, a 25°C, e em seguidas foram
levadas pra leitura da absorbancia em espectro a 280 nm. e avaliadas quanto a AH e

dosagem proteica.
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As fracbes que apresentaram maiores AH foram dialisadas separadamente
utilizando membrana semipermeavel (poros de 12 kDa) contra solugéo tampao Tris-HCI
pH 8,0 a 4° C durante 6 horas, com trocas a cada 2 horas, para remocao do acido acético
que estavam contidos nas amostras, em seguida, foram submetidas ao processo de
liofilizagdo (modelo LS3000, Terroni cientificos) por 24 horas, e por fim foi avaliada sua
AH e dosagem proteica. As amostras foram ressuspendidas em 1 mL de Tris-HCI 50 mM

pH 8,0 e submetidas a analise em eletroforese para verificagao da pureza da amostra.

Figura 9: Cromatografia liquida em coluna de quitina.

Fonte: Acervo da autora, 2024.

4.11. Ensaios antimicrobianos

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto (método 1), extrato
concentrado (método 2) e fragao foi realizada no Laboratério de Bioquimica de Proteinas

do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.
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4.11.1 Cepas bacterianas

As bactérias foram fornecidas pela cole¢gdo de culturas (WDCM114) do

Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco.

Neste estudo foram utilizadas as espécies:
Gram negativas:

a) Acinetobacter baumannii UFPEDA 1024B
b) Enterococcus faecalis ATCC-6057

c) Escherichia coli UFPEDA 224

d) Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396

e) Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416
f) Salmonella enteritidis UFPEDA 414

Gram positivas:

g) Staphylococcus aureus UFPEDA 02

h) Staphylococcus saprophyticus UFPEDA-833
i) Streptococcus pyogenes ATCC 16642

As bactérias foram mantidas em Caldo Mueller Hinton contendo glicerol 10% (v/v)
a 20°C. Para realizagao dos experimentos, as bactérias foram cultivadas em meio agar
Mueller Hinton a 37°C. Em seguida, as colbnias foram ressuspendidas em solugao salina
estéril (NaCl 0,15M) e ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600
nm (DOeoo) para a obtengdo de suspencao bacteriana de 10® UFC/mL. Para o ensaio, as

amostras foram filtradas em filtro de seringa PVDF 13 mm x 0,22 ym estéreis.

4.11.2 Cepas fungicas

As espécies de Candida foram obtidas da colecao de culturas da Universidade do
Recife Micologia, localizada no Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco e as espécies de Cryptococcus do Laboratério de Fungos de Importancia
Médica e Biotecnoldgica, localizado no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.
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Analogamente ao item anterior, os fungos foram mantidos em caldo Sabouraud
Dextrose contendo glicerol 10% (v/v) a 20°C.

Para realizagdo dos experimentos, os fungos em agar Sabouraud Dextrose
overnight a 30°C. Em seguida, as coldnias foram ressuspendidas em solugao salina
estéril (NaCl 0,15M) e ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600
nm (DOsoo) para a obtencao de suspencgéo fungica de 5 x 10* UFC/mL. Para o ensaio, as

amostras foram filtradas em filtro de seringa PVDF 13 mm x 0,22 ym estéreis.

Para os testes antifungicos foram utilizadas as espécies:
a) Candida albicans URM 5901
b) Candida glabrata URM 4246
c) Candida krusei URM 4263
d) Candida parapsilosis URM-6951
e) Candida tropicalis URM-6551
f) Cryptococcus neoformans (sorotipo A) H99
g) Cryptococcus neoformans (Sorotipo D) B3501
h) Cryptococcus gattii (Sorotipo B) R265

4.11.3 Ensaio antibacteriano e antifiungico - Determinagdao da concentragcao

inibitéria minima (CIM) e da concentragao bactericida/fungicida minima (CBM/CFM)

A concentragéo inibitéria (CIM) das amostras foram determinadas pelo ensaio de
micro titulagdo proposto pelo Instituto de Normas Laboratoriais e Clinicas (CLSI, 2017,
2018), com algumas modificagdes. Para a padroniza¢ao do in6culo microbiano para os
testes antimicrobianos, as coldnias bacterianas e fungicas foram ressuspendidas em
solugao salina estéril (NaCl 0,15M) e ajustadas turbidimetricamente a um comprimento
de onda de 600 nm (DO600) para a obtengdo de suspensao bacteriana de 106 UFC/mL
e fungica de 5 x 10* UFC/mL, respectivamente. Para os ensaios, as amostras de extratos
foram filtradas em filtro de seringa PVDF 13 mm x 0,22 uym estéreis. Em placas de micro
titulagao de 96 pocos, o extrato bruto (EB) foi adicionado (80 pl) no terceiro e quarto pogo
a partir do qual foi diluido seriadamente em agua destilada estéril até o décimo segundo

poco da mesma fileira. Posteriormente, 40 pyl do meio caldo Mueller Hinton ou caldo
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Sabouraud Dextrose foram adicionados em todos os pogos, exceto no primeiro, que foi

preenchido com 200 pl do meio de cultura, correspondendo ao controle de esterilidade.

A suspenséo bacteriana (80 pl; 108 UFC/mI) ou fungica (80 pl; 5 x 104 UFC/mL)
foram acrescentadas do segundo poco até o ultimo pogo da fileira. O segundo pogo (que
contém microrganismos na auséncia de antimicrobiano) correspondeu ao controle de
crescimento de 100%. As placas foram incubadas a 37°C ou 30° C e a densidade optica
foi medida no tempo zero e apds 24 h de incubagao usando um leitor de microplacas. A
concentracao inibitéria minima (CIM) correspondeu a menor concentracdo da amostra
capaz de promover a reducédo = 50% na densidade 6ptica, em comparagao ao controle

de crescimento 100%.

Para a determinagdo do CBM/CFM, aliquotas (10 pl) dos pogos contendo
concentragbes das amostras = CIM foram inoculados em placas de petri contendo meio
agar Mueller Hinton ou agar Sabouraud Dextrose, que foram posteriormente incubados
a 37 °C ou 30°C por 24h. O CBM/CFM correspondeu a menor concentracdo da amostra
capaz de reduzir o numero de UFC em 99,9% em relacio ao indculo inicial. Cada ensaio

foi realizado em triplicata em trés experimentos independentes.

4.11.4 Inibicao da formagao de biofilme

As culturas microbianas foram cultivadas em meio SDB durante a noite a 28°C e
depois suspensa em solugao salina estéril (0,9%, p/v, NaCl) para obter uma suspenséao
equivalente a 108 UFC/mL. A cada pogo de uma microplaca de poliestireno com 96 pogos
foram adicionados 40 uL de meio SDB e 80 uL de suspensao microbiana, bem como
80pL de agua ultrapura Milli-Q (controle). A DOeoo foi registrada neste momento e a
microplaca foi incubada a 28°C por 24 horas. Apds esse periodo, a DOsggo foi lida
novamente, o meio de cultura foi retirado e os pogos da placa foram lavados trés vezes
com solugao salina. As demais células microbianas aderidas foram fixadas termicamente
a 60°C por 40 min e a camada de biofilme aderente foi corada com cristal violeta 0,4%
(p/v) por 15 min a 25°C. Apds lavagem com agua, o corante ligado ao biofilme foi
solubilizado com etanol (15 min de incubagao) e a absorbancia foi medida a 570 nm. Trés

experimentos independentes foram realizados em ftriplicata.
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4.12 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média das repeticoes + desvio padrao. ANOVA
unidirecional (significancia em p < 0,05) foi realizada utilizando o software Action
2.8.29.357.515 (Estatcamp, Brasil). Diferengas significativas entre os grupos de

tratamento foram analisadas pelo teste de Tukey (significancia em p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Meio de extragcao e quantificagao proteica do extrato da Guadua angustifolia

A determinagao do meio e as condi¢des de extragao devem ser selecionadas para
uma maior solubilizacdo e estabilizacdo da biomolécula-alvo em sua forma ativa em
solucdo extratora. O resultado da AH e AHE do extrato aquoso do colmo da G.
angustifolia esta apresentado na Tabela 3. A escolha do tamp&o seguiu a metodologia
descrita por Barros (2022) que avaliou diferentes solventes sendo o Tris-HCI 50 mM pH
8,0 o0 que apresentou maior valor de AHE (86,486) e quantidade de proteina (0,37 mg/mL)

a partir de 10g de p6 do colmo do bambu.

Tabela 3: Teste hemaglutinante e quantificagao proteica do extrato

MEIO DE EXTRAGAO | PROTEINA (mg/mL) AH AHE
Tris-HCI 50 mM pH 8,0 0,37 32 86,486

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

O tampao Tris-HClI €& amplamente utilizado em bioquimica devido a sua
capacidade de manter um pH estavel em condicdes experimentais. Na literatura existem
trabalhos que utilizam o Tris como meio de extragdo proteica, sendo eficaz na
solubilizagdo e estabilizagcao de proteinas. ABDULLAH (2017) compara diferentes
sistemas de tampé&o para a extragéo de proteinas de tecidos vegetais e destaca a eficacia
do Tampao Tris mostrando que é eficaz na extragdo e quantificagao de proteinas.
CAMPELO (2014) mostra que o Tris-HCI é utilizado como um tampao eficiente para
extragao de proteinas vegetais.

A identificacdo da AHE no extrato obtido com o colmo da G. angustifolia corrobora
com a possibilidade da existéncia de lectina na amostra estudada, importante passo para
confirmacao da sua presencga e para avaliar o potencial antimicrobiano (CHONGTHAM
et al, 2022).
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5.2 Fracionamento salino do extrato da Guadua angustifolia

Apos a definicdo do meio de extracdo com maior capacidade de obtencdo da
lectina, essa amostra foi submetida ao processo de fracionamento salino com sulfato de

amoénio, como pode ser observado na tabela 4.

Tabela 4: Concentragdao proteica e atividade hemaglutinante das fragdes pelo

método 1.

Amostra Proteina AH AHE
(mg/ml) (HAU/mg)
Extrato 0,3700 32 86,486
F1 0-20% 1,1549 128 110,832
F2 20-40% 0,380 - -
F3 40-60% 0,292 - -
F4 60-80% 0,228 - -
F5 80-100% 0,0710 - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Apos as etapas realizadas de fracionamento salino foi possivel observar que a
AHE ficou concentrada na fragdo 20%, sendo um valor maior quando comparada ao
material de partida (extrato).

O sulfato de aménio elimina as impurezas, apresenta uma alta solubilidade e
promove a remogado da camada de solvatagao favorecendo a agregacgao dos residuos
hidrofébicos de proteinas, resultando em precipitacdo, sendo importante para concentrar
a amostra e realizar a pré-purificacdo (LUCARINI et al, 2008). Acredita-se que esse
processo tenha contribuido também para a separacédo de proteinas de compostos do

metabolismo secundario, que ficaram no sobrenadante. (SANTOS et al, 2017).
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5.3 Teste de inibi¢ao frente a carboidratos e glicoproteinas

Dentre os carboidratos e glicoproteinas testados, o monossacarideo N-

acetilglicosamina, o dissacarideo maltose e a glicoproteina fetuina inibiram a atividade

hemaglutinante da amostra estudada, realizando uma redug¢ao da AH de 32 para 2. Os

demais carboidratos testados ndo inibiram (NI) a atividade hemaglutinante (Tabela 5). O

resultado confirma a presenca de lectina no extrato e permite o uso da matriz de quitina

como método cromatografico de isolamento da lectina. A fetuina é uma glicoproteina que

contém N-acetil-glicosamina na sua regiao glicidica (HU, 2020).

Tabela 5: Teste de inibicao da AH presente no extrato bruto por carboidratos e

glicoproteinas.

Ligante Atividade Hemaglutinante do Extrato
D-Frutose NI
D-Ribose NI

D-Glicose NI
D-Arabinose NI

D-Fucose NI
D-Galactose NI

D-Manose NI

Raminose NI

Piranose NI

N-acetilglicosamina 2
N-acetilmonosamina NI
N-acetilgalactosamina NI
D-Maltose 2
D-Lactose NI
Fetuina (glicoproteina) 2

NI: Nao inibiu

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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O N-acetilglicosamina, € um carboidrato que pode desencadear diversas
atividades bioldgicas. A quitina (o segundo polimero de maior abundancia na natureza) é
formada por N-acetilglicosamina, fazendo parte da composigao exoesqueleto de insetos,
parede celular de fungos, conchas e ovos de nematddeos (SANTOS, 2021). Oliveira
(2018), demonstrou em sua pesquisa a ligagcao da lectina da Myracrodruon urundeuva
com o carboidrato N-acetil-glicosamina, apresentando uma acgao bactericida contra S.
aureus, E. coli e S. faecalis.

A auséncia de inibicdo pelos demais carboidratos pode indicar que esses
carboidratos nao possuem as estruturas moleculares especificas necessarias para a

ligagao da proteina ao carboidrato (De Schutter, 2015).

5.4 Cromatografia de afinidade

A amostra ao ser submetida ao ensaio de AH apresentou um titulo com um valor
de 128, porém, apos a amostra ser submetida a dialise de 2 horas em Tris-HCI 50 mM
pH 8,0 apresentou uma queda na titulacdo para 16, e na quantificacido proteica os
resultados se mostraram ineficientes, com a perda significativa da atividade. A etapa de
eletroforese nao foi realizada bem como a realizagéo de dialise em membrana com menor

tamanho de poro.

A fragdo 0-20%, foi submetida a cromatografia em coluna de quitina (Figura 10),
equilibrada com Tris-HCI 50 mM pH 8,0, sendo possivel observar a formagao de um pico
proteico com atividade hemaglutinante eluido com acido acético 0,5 M o que indica a

eficiéncia da técnica cromatografica empregada.



54

Figura 10 — Grafico da cromatografia em coluna de quitina.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

A cromatografia apresentou boa resolugéo, obtendo um pico em absorbéancia a
280 nm na mesma regiao que apresentou atividade hemaglutinante, nas fragdes 36 a 41.
Os picos eluidos anteriormente ao que foi obtido com o tampéo Tris-HCI, eram compostos
nao lectinicos, assim confirmando que a lectina teria sido adsorvida na matriz.

Foi possivel identificar diversos trabalhos envolvendo a utilizagdo de cromatografia
em matriz de quitina para purificacdo de proteinas de origem vegetal, como a lectina
MvVRL (isolado do rizona Microgramma vaccinifolia) (ALBUQUERQUE et al, 2012), e as
lectinas de cogumelo Boletus edulis (REID et al, 2022). As lectinas vegetais estao entre
as primeiras proteinas a serem purificadas e caracterizadas associando a técnicas de
cromatografia de afinidade, sendo uma ferramenta de escolha para obter preparagdes
altamente purificadas, permitindo a caracterizacdo bioquimica das proteinas e

determinacao de suas atividades biolégicas (Oliveira et al., 2018).



55

5.5 Analise fitoquimica do extrato aquoso do colmo da G. angustifolia

Ap6s a obtencdo do extrato bruto do colmo do bambu, de acordo com o
procedimento descrito em 4.2 (Método 1), foi realizada analise fitoquimica, no qual
revelou a presenca de diversas classes de metabdlitos secundarios, conforme

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: Analise qualitativa dos principais componentes fitoquimicos do extrato

aquoso de G. angustifolia

Fitoquimico Extrato da G. angustifolia

Fenodis -

Taninos pirogalicos -

Taninos flobafénicos +

Antocianina e antocianidina -

Flavonas, flavondis e xantonas +

Flavononois -

Chalconas e auronas -

Flavononas +

Leucoantocianidinas -

Catequinas -

Teste positivo (+). Teste negativo (-)

Fonte: elaborado pela autora, 2024

A espécie estudada apresentou importantes compostos como taninos flobafenos,
flavonas, flavondis, xantonas e flavononas (RODRIGUEZ-CASADO, 2016). Assim como
identificado neste trabalho, Zhang e colaboradores (2010) evidenciaram a presenca de
flavonoides no colmo da espécie de bambu Phyllotachys nigra var. henonis.
Similarmente, MOSQUERA et al, (2015) encontraram no extrato da guadua nucleos
quimicos de alcaloides, fendis, flavondides, terpenos, triterpenos e saponinas esteroides,

€ saponinas.
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5.6 Dosagem de fenois

O reagente de Folin-Ciocalteu é muito utilizado como método padrdo para a
determinacédo de antioxidantes fendlicos e polifendlicos em amostras vegetais
(NIKOLAEVA, 2022). Em geral, extratos vegetais sao ricos em lectinas e fendis, e ambos
possuem a capacidade de aglutinar hemacias, sendo que a interagdo com os eritrocitos
se da por ligagbes nao-covalentes ndo especificas, diferente das lectinas que se ligam
especificamente a carboidratos. Dai a importancia de ter sido avaliado o teste de inibigao
da AH com carboidratos para a confirmagao da presenca de lectina. Além disso, os
grupos fendlicos podem apresentar também atividade antimicrobiana (FAVERO, 2019),
fazendo-se necessaria sua quantificagdo. A partir de 41,6 mg/mL do extrato de G.
angustisfolia foi verificado um teor de fendis totais de 2,07 + 0,08 ug de EAG/g de extrato
(Tabela 7).

Tabela 7: Conteudo fenodlico do extrato

Mg EAG/g por amostra

Amostra Concentracgao testada
bruta

Extrato do colmo do
bambu
Fonte: elaborado pela autora, 2024.

41,6 mg/mL 2,07 £ 0,08

Vale destacar a importancia da investigagdo dos conteudos fendlicos presentes
nos bambus uma vez que Milani e colaboradores (2020) utilizaram da técnica de extragao
assistida por micro-ondas (MAE) a 95°C para extrair polifendis da parte aérea do bambu
(P. pubescens), obtendo um resultado a partir de 10mg/mL de 1,479 mg de EAG/g de
extrato. Ademais, Xiong e colaboradores (2023) analisaram pela primeira vez uma
kombucha a base de folha de bambu obtendo valores acima de 100 mg de EAGI/L.
Observa-se que para o presente trabalho, a temperatura de extracéo utilizada foi inferior
(4°C) e o solvente utilizado foi do tipo aquoso, diferente dos solventes organicos utilizados
nas referéncias citadas acima, ja que era objetivo também a extragao de lectinas, que
sao proteinas que se estabilizam melhor nessas condi¢cdes. Desta forma, esses fatores

justificam o baixo valor encontrado para o teor de fendis encontrado.
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5.7 Identificacao de metabdlitos secundarios por cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE

Os principais metabdlitos presentes em plantas medicinais como o bambu
pertence a classe dos flavonoides, em especial os acidos fendlicos, que podem ser
considerados como componentes ativos para diversas atividades biologicas (MA et al,
2020). Os derivados de acido cumarico sdo antioxidantes naturais encontrados em
plantas, e tem sido relatado em folhas de bambu, sendo determinados por CLAE (TANG
et al, 2015). Pode-se observar que, de acordo com os padrdes utilizados, o composto
com o maior pico foi, o acido p-cumarico, determinado em A = 323 nm, apresentando um
pico de intensidade de aproximadamente 26 mAU em um tempo de retengao de 16,41

min (Figura 11).

Figura 11: CLAE da amostra
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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O Acido p-cumarico também esta presente na composicado de espécies de bambus
asiaticos, como P. bambusoides, P. nigra, P. nigra var. henonis, P. pubescens e P.
Japonica. Entre as propriedades bioldgicas apresentadas por essa substancia, podem ser
citadas: atividade neuroprotetora, util no tratamento da doenca de Parkinson (VAUZOUR,
2010); atividade antimicrobiana frente a S. aureus, S. pneumoniae, B. subtilis, E. coli, S.
dysenteriae e S. typhimurium (LOU et al., 2012).

De acordo com a literatura, o acido p-cumarico € um derivado hidroxi do acido
cindmico com trés isdbmeros distintos (orto, meta e para), sua forma mais comum
disponivel é o acido p-cumarico. O acido p-cumarico, (acido 4-hidroxicinamico), € um
potente composto fendlico que existe naturalmente em varias plantas, cereais, frutas e
vegetais. E um dos principais compostos constituintes da lignina polimérica fenélica em
materiais lignocelulésicos (KAUR, 2022).

Liu e colaboradores (2009), realizaram uma investigacdo dos componentes da
folha da L. gracile utilizando CLAE e determinaram alguns flavonoides além do acido p-
cumarico. Dentre os metabolitos secundarios apresentados destacamos também o acido
galico, cumarina, catequina, e o resveratrol, os quais sdo encontrados em algumas
espécies de bambus (ISSA, 2015; WROBLEWSKA, 2018).

O 4&acido galico é conhecido por suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, e tem sido estudado por suas propriedades antimicrobianas (WANG et al.
2020). Estudos também indicam que a cumarina possui propriedades anticoagulantes,
antioxidantes e anti-inflamatérias e seus derivados podem inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos possivelmente através da interrupgcdo de processos
metabdlicos essenciais nos microrganismos (VENUGOPALA et al., 2013).

Conhecida por suas propriedades antioxidantes, a catequina ajuda a neutralizar
radicais livres e pode reduzir o risco de doengas cardiovasculares e cancer. Além de seus
beneficios antioxidantes, a catequina possui propriedades anti-inflamatoérias e
antimicrobianas, que contribuem para a saude geral e a protegao contra infec¢des (LIU,
2009). Outro candidato que possui propriedade antioxidante e antimicrobiana é o
resveratrol que tem capacidade de interferir nas membranas celulares dos
microrganismos, inibir suas enzimas essenciais, modular respostas imunes, e influenciar
positivamente a longevidade e a saude metabdlica. (BAUR & SINCLAIR, 2006).
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5.8 Determinagao da concentragdao minima bactericida/fungicida

Para serem considerados promissores agentes antimicrobianos, extratos vegetais
devem exibir concentragao inibitéria minima abaixo de 100 pg/mL (RIOS & RECIO, 2005),
0 que nao aconteceu com nenhuma das amostras dos extratos brutos (método 1) e fragao

0-20% avaliadas como observado nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8: Concentragao minima bactericida

Bactéria Extrato
Acinetobacter baumannii UFPEDA 1024B ND
Enterococcus faecalis ATCC-6057 ND
Escherichia coli UFPEDA 224 ND
Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396 ND
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 ND
Salmonella enteritidis UFPEDA 414 ND
Staphylococcus aureus UFPEDA 02 ND
Staphylococcus saprophyticus UFPEDA-833 ND
Streptococcus pyogenes ATCC 16642 ND

CIM em pg/mL, ND: ndo detectado
Fonte: Elaborado pela autora, 2024.



Tabela 9: Concentragao minima fungicida

Fungo Extrato Fracao
Candida albicans URM 5901 ND ND
Candida glabrata URM 4246 ND ND
Candida krusei URM 4263 ND ND
Cryptococcus neoformans H99 ND ND
Cryptococcus Neoformans B3501 ND ND
Cryptococcus gattii R265 ND ND

ND: nao detectado

Fonte: Elaborado pela autora, 2024
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A auséncia de atividade pode estar atribuida provavelmente as baixas

concentragbes das amostras, obtidas pelo método 1, nas quais foram testadas, como

observado na Tabela 10.

Tabela 10: Valores da dosagem do extrato e fracao realizados na avaliagao

antimicrobiana.

AMOSTRA DOSAGEM
Extrato 46,7 yg/mL
Fracao 78,9 pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Mesmo que G. angustifolia ndo tenha apresentado reducdo no crescimento e

sobrevivéncia das bactérias e fungos avaliados, isso nao significa que seu potencial

antimicrobiano ndo possa ser aproveitado. Estudos vem expressando que o efeito

sinérgico procedente da unido entre antibioticos e produtos naturais podem promover

novos tratamentos para doencas infecciosas, superar a resisténcia bacteriana, reduzir o

uso desses farmacos e consequentemente seus efeitos colaterais (OLIVEIRA, 2019). Um
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exemplo disso, pode ser citado a combinagdo de um extrato de sementes de uva a
anfotericina B, que foi capaz de reduzir em 75% a concentragdo do farmaco e manter o
nivel de inibicdo frente ao microrganismo avaliado (AGARWAL et al., 2010).

No caso de bambus, estudo semelhante foi feito com a espécie A. simplex, onde
seus extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana intensa (valores de CIM > 1
mg/mL), porém, ao serem combinados com o0s conservantes sintéticos: metil- e
propilparabeno, apresentaram efeito sinérgico, possibilitando a diminuicdo da
concentragdo inibitéria minima desses conservantes (ISSA, 2015). Diante disto, pode-se
considerar a realizagao de estudos adicionais avaliando a sinergia entre os extratos de
G. angustifolia e substancias antimicrobianas sintéticas.

Como os resultados nao foram satisfatorios, o método 2 foi aplicado, onde os
resultados para atividade hemaglutinante e hemaglutinante especifica foram

demonstrados na tabela 11 a seguir:

Tabela 11: Concentragdo proteica e atividade hemaglutinante das fragdes pelo

método 2.
Amostra Proteina AH (HAU/mg) AHE
(mg/ml)
Extrato 0,4400 256 581,81

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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O teste antimicrobiano foi refeito utilizando o extrato obtido pelo método 2,
empregando o PEG para concentrar a amostra. A nova dosagem (Tabela 12) mostra a

concentracédo do extrato cerca de 17 vezes mais elevada que a do método 1.

Tabela 12: Valores de dosagem proteica do extrato realizado na avaliagao

antimicrobiana.

AMOSTRA DOSAGEM
Extrato 820 pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

O extrato foi concentrado através da utilizacdo do PEG. Alguns trabalhos na
literatura defendem a utilizagdo do PEG como agente umectante na remogao de agua e
obtencao de extratos vegetais mais concentrados.

Ahmed (2017) cita que a utilizacdo de PEG pode ajudar a manter a integridade
dos compostos bioativos presentes nos extratos, como flavonoides, alcaloides e
terpenos, atuando como um meio para desidratar o extrato enquanto reduz o risco de
degradagao dos constituintes ativos, preservando suas propriedades terapéuticas.

De acordo com Suran et al. (2021) o PEG aumenta a solubilidade de compostos
bioativos e melhora a reatividade durante a preparacdo de extratos concentrados. Kir e
colaboradores (2024) exploram ainda a atuacdo do PEG como estabilizador durante a
secagem de extratos vegetais, preservando a qualidade dos compostos bioativos
influenciando a solubilidade de compostos especificos presentes em plantas, podendo
ser aproveitado para desenvolver extratos mais concentrados e puros.

O extrato concentrado do colmo do bambu obtido pelo método 2 inibiu o
crescimento bacteriano nas cepas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus nas concentragdes de 7,5, 15 e 30 ug/mL, respectivamente
(Tabela 13 e Figura 12). O extrato também inibiu o crescimento fungico frente a cepas
C. neoformans (H99), C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis com valores de CIM de
7,5, 30, 60, 120 pg/mL respectivamente (Tabela 14 e Figura 12).
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Tabela 13: Valores de concentragao inibitéria minima (CIM) do extrato do colmo de

G. angustifolia para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Bactéria Extrato (ug/mL)
Acinetobacter baumannii UFPEDA 1024B ND
Enterococcus faecalis ATCC-6057 ND
Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396 ND
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 15
Salmonella enteritidis UFPEDA 414 ND
Staphylococcus aureus UFPEDA 02 60
Staphylococcus saprophyticus UFPEDA-833 ND
Streptococcus pyogenes ATCC 16642 ND
Escherichia coli UFPEDA 224 7,5

ND: ndo detectado

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Tabela 14: Valores de concentragao inibitéria mimina (CIM) e concentragao

fungicida minima (CFM) do extrato do colmo de G. angustifolia para leveduras.

Extrato (ug/mL)
Fungo CiM CFM
Candida albicans URM 5901 30 ND
Candida glabrata URM 4246 ND ND
Candida krusei URM 4263 60 ND
Candida parapsilosis URM-6951 120 ND
Candida tropicalis URM-6551 ND ND
Cryptococcus Neoformans B3501 ND ND
Cryptococcus neoformans H99 7,5 ND
Cryptococcus gattii R265 ND ND

CIM em pg/mL, ND: ndo detectado
Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Foi relatado o uso do bambu para tratamento de diarreia, disenteria e doencgas de
pele, perturbacdes frequentemente ocasionadas por E. coli e S. aureus respectivamente
(SANTOS et al, 2007; PERCOPE, 2015). Diversos metabdlitos secundarios tém mostrado
atividade antibacteriana significativa. De acordo com (RIOS, 2005) s&o abordadas as
propriedades antimicrobianas de extratos de plantas e dos metabdlitos secundarios que
eles contém. Um outro estudo (NEWMAN, 2016) tem a visao abrangente sobre como os
produtos naturais, incluindo metabdlitos secundarios, tém contribuido para a descoberta
de novos antimicrobianos. Estudos vem investigando a atividade antibacteriana de
derivados da cumarina contra bactérias patogénicas, demonstrando eficacia em algumas
cepas bacterianas (CHENG, 2011). O polifenol acido galico vem demonstrando a eficacia

contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. (HUANG, X., et al. 2015).
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Os metabdlitos secundarios representam apenas alguns dos principios ativos com
potencial antibacteriano encontrado na natureza. O estudo continuo desses compostos
pode levar ao desenvolvimento de novos tratamentos e estratégias para combater
infeccbes bacterianas (ATANASOQOV, 2021). Em alguns trabalhos (GOMES et al., 2013)
também foram encontrados a presenca de atividade bacteriana na lectina de folhas de
Schinus terebinthifolius (SteLL) contra as cepas bacterianas: Eschicheria coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis e
Staphylococcus aureus. A lectina da semente da Moringa oleifera (WSMoL) também foi
capaz de inibir o crescimento de S. aureus (SILVA, 2022).

Alguns estudos demostram que a lectina da guadua tém mostrado capacidade de
inibir o crescimento de varias espécies bacterianas patogénicas, agindo através da
ligac&o a carboidratos na superficie das células bacterianas e afetando a integridade da
parede celular, possuindo atividade significativa contra uma variedade de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, demonstrando seu potencial como agentes
antimicrobianos (COSTA et al, 2015).

O estudo de Sousa e colaboradores (2018) aborda as propriedades
antibacterianas das lectinas de G. angustifolia e discute suas possiveis aplicagbes
médicas, onde foram eficazes contra uma gama de bactérias patogénicas e podem ter
aplicagdes potenciais no desenvolvimento de novos tratamentos antimicrobianos.

Estudos relatam que os metabdlitos secundarios sdo responsaveis por apresentar
atividade antifungica. Zheng e Wang (2001) destacam que a catequina possui
propriedades frente espécies de Candida e Aspergillus niger, Santos et al, (2012) e Shih
et al, (2012) relatam a investigacdo das cumarinas e do resveratrol, respectivamente,
encontrados em varias plantas e sua capacidade de inibir o crescimento de fungos
patogénicos e Li e colaboradores que estudaram o acido galico demonstrando sua
atividade antifungica contra C. albicans.

Em alguns trabalhos, também foi observada a presenca de atividade antifungica
de uma lectina isolada da folha de Calliandra surinamensis (CasuL) onde esta foi avaliada
e mostrou resultados frente a C. Krusei, sensivel a esta lectina (PROCOPIO et al., 2017).

A lectina isolada da Cianobactéria scytovirina mostrou atividade antifungica contra

criptococos patogénicos C. neoformans var. neoformanfos e C. gattii. Os autores relatam
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que a lectina inibiu o crescimento de célula fungicas através da ligacao a parede celular
(JONES et al., 2017).

As lectinas também podem ser agentes antifungicos. Lectinas presentes em
extratos das espécies de fungos P. corylophilum, P. expansum e P. purpurogenum
exibiram atividade antifungica contra A. niger, C. albicans e S. cerevisiae (SINGH et al
2016). Estudos indicam que a lectina de Bambusa vulgaris possui atividade antifungica
contra diversos fungos patogénicos. Ela atua ligando-se a carboidratos presentes na
superficie dos fungos, interferindo em processos celulares essenciais e inibindo o
crescimento dos mesmos (SANTOS et al. 2011).

As lectinas de Bambusa oldhamii demonstraram atividade contra uma variedade
de fungos, incluindo espécies patogénicas como Candida albicans e Aspergillus niger
(SANTOS et al, 2019). Essa atividade é atribuida a capacidade da lectina de interagir
com os glicoconjugados na superficie dos fungos, perturbando sua integridade e fungao
(GOMES et al, 2015).

Tanaka et al (2020), realizaram um estudo focado na andlise dos compostos
antimicrobianos especificos presentes nos colmos de bambu. Eles confirmaram que os
compostos fenolicos e flavonoides encontrados no bambu tém propriedades
antimicrobianas que contribuem para sua durabilidade e capacidade de resistir a ataques

microbianos.

5.9 Inibicao da formagao de biofilme

De acordo com Singh e colaboradores (2024), tanto fungos quanto bactérias
apresentam formas impressionantes de resisténcia, sendo uma delas através da
formagao de biofilmes. Os biofilmes s&do complexas comunidades microbianas embutidas
em uma matriz extracelular que contém uma variedade de componentes, incluindo
proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucleicos. A composi¢ao da matriz extracelular
varia conforme o tipo de micro-organismo e o ambiente em que o biofilme se forma. A
formacdo e a manutencdo de biofilmes proporcionam prote¢cdo adicional aos micro-
organismos contra estresses ambientais e tratamentos antimicrobianos. (Yin et al, 2019).

As bactérias se multiplicam e secretam uma matriz extracelular composta por

polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos. Esta matriz forma uma rede que protege
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as bactérias e facilita a troca de nutrientes. Biofilmes bacterianos sao frequentemente
mais resistentes a antibiéticos devido a dificuldade dos agentes antimicrobianos em
penetrar a matriz e a expressdao de genes de resisténcia. Infeccdes associadas a
biofilmes sao dificeis de tratar e podem causar condigdes crénicas, como infecgdes de
dispositivos médicos e doengas pulmonares (Nourbakhsh et al, 2022).

A inibicdo da formagao de biofilmes € uma estratégia utilizada para combater
biofilmes fungicos. O extrato concentrado do colmo do bambu inibiu a formagao de
biofilme em 40% para Candida albicans e em 50% para Cripitococcus neoformans

(B3501) nas concentragdes de 7,5 e 60ug/mL (Figura 13).
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Figura 12: Formacao de biofilme e crescimento bacteriano.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Figura 13: Formacao de biofilme e crescimento fungico.

A 300 B Formacgéo de biofilme B 300 C 3004
[ Crescimento fungico B
C
200 200 - B 200~ E
< < E 8 D
f b D
= c f = D D = E
. B AB BC A a a A a a A a a
100 b A 100-] ad E de e 100 d
3 D c
d e

Controle 240 120 60 30 15 7.5 Controle 240 120 60 30 15 75 Controle 240 120 60 30 15 7.5
Extrato pg/mlL Extrato pg/mL Extrato pg/mL

D 300- B B E 300 F 300+

200-] . 200 -
= =

ac <
100 100 10042 2 B , B3 B[] AB S AB 2
Cc
o o

Controle 240 120 60 30 15 7.5 Controle 240 120 60 30 15 7.5 Controle 240 120 60 30 15 7.5
Extrato pg/mL Extrato pg/mL Extrato pg/mL
G 3004 H 300+

200 200+

100} 100 b ac c be

Controle 240 120 60 30 15 7.5 Controle 240 120 &0 30 15 7.5

Extrato pgimL Extrato pg/mL
C. albicans (A), C. glabrata (B), C. krusei (C), C. parapsilosis (D), C. tropicalis (E), C. neoforamans B3501 (F), C. neoforamans H99 (G) C. gattii
R265 (H) na auséncia (controle negativo) ou na presencga do extrato em diferentes concentra¢des. O crescimento foi avaliado pela densidade ptica
a 600 nm antes da adi¢cao do corante e a formagéao de biofilme foi avaliada pelo método de cristal violeta e pela medigdo da densidade éptica a 590
nm. Letras diferentes: diferenga estatistica (p <0,05) entre os tratamentos, letras mailusculas: comparagdo da formagéo de biofilme e letras

minusculas: crescimento fungico.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Os fungos produzem uma matriz extracelular de polissacarideos e proteinas, o que
ajuda a proteger os esporos e as hifas contra o sistema imunolégico e antifungicos.
Esporos ou conidios podem ser liberados para formar novos biofilmes em locais
diferentes (MITCHELL, et al 2016.)

Biofilmes fungicos s&o associados a infecgdes cronicas e graves, especialmente
em individuos imunocomprometidos, como pacientes com cancer ou HIV. Eles
demonstram resisténcia aumentada a antifungicos, com a matriz de biofilme dificultando
a penetracdo dos medicamentos e alterando o metabolismo fungico (BORGHI et al,
2016).
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6. CONCLUSAO

v' A fracdo 0-20% apresentou maior concentracao proteica e uma AHE alta.

v' A espécie estudada apresentou importantes compostos como taninos flobafenos,
flavonas, flavondis, xantonas, flavononas, esteroides e saponinas.

v A partir de 41,6 mg/mL do extrato de G. angustisfolia foi verificado um teor de
fendis totais de 2,07 £ 0,08 ug de EAG/g de extrato.

v Na composicdo dos colmos de G. angustifolia foi identificado por CLAE os
compostos acido p-cumarico, acido galico, catequina, acido 2-cumarico, cumarina,
resveratrol.

v' Considera-se que a lectina presente no extrato possui capacidade de se ligar a N-
acetilglicosamina, D-maltose e fetuina.

v A amostra testada demonstrou agédo frente a cepas bacterianas E. coli, P.
aeruginosa e S. Aureus os valores de CIM foram de 7,5, 15, 30 pg/mL respectivamente.

v' A amostra testada demonstrou agao frente a cepas fungicas C. neoformans (H99),
C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis com valores de CIM de 7,5, 30, 60, 120 pg/mL
respectivamente.

v' O extrato inibiu a formacgao de biofilme em 40% para C. albicans e em 50% para

C. neoformans (B3501) nas concentragdes de 7,5 e 60 ug/mL.
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7. PERSPECTIVAS

Considerando as etapas do projeto as perspectivas de desenvolvimento, dando

continuidade a pesquisa, abrangem os seguintes topicos:

A\

Realizar uma nova cromatografia de quitina (realizando as etapas de dialise e
liofilizagao).

Confirmar o isolamento da lectina através da eletroforese.

Isolar a lectina

Avaliar a atividade antimicrobiana da GalL

YV V VYV V

Aplicacéo da lectina em testes biologicos
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