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RESUMO

O diabetes mellitus, por tratar-se de uma doenca crbnica e por apresentar um crescimento
acentuado na sociedade brasileira, tornou-se alvo da comunidade cientifica na busca de novas
alternativas terapéuticas. Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
comprovar as aparentes propriedades farmacoldgicas de espécies vegetais empregadas no
tratamento desta enfermidade. Nesse contexto, a Bauhinia forficata Link, comumente
conhecida como pata-de-vaca, figura entre as espécies mais utilizadas para esse fim. Dentre 0s
representantes de Bauhinia, a que apresenta maior nimero de estudos referentes a atividade
hipoglicemiante e antidiabética é a espécie referida. Embora, grande parte dos estudos
farmacologicos apresente resultados relevantes, a avaliagdo da toxicidade tem sido pouco
investigada. Esse constante interesse em seu estudo se mostra imperioso para sua utilizacdo de
forma segura e eficaz, possibilitando o desenvolvimento de formas farmacéuticas a partir de
extratos vegetais secos para o tratamento de diabetes. O objetivo deste trabalho foi a
obtencdo, caracterizacdo e avaliacdo toxicologica do extrato seco padronizado a base de
Bauhinia forficata Link para o desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas. Os métodos
extrativos avaliados foram percolacdo, maceracgdo, aquecimento a 50°C, agitacdo a 200 rpm e
agitacdo com aquecimento, sendo escolhido o método que extraiu o maior teor de flavonoides,
este método teve os parametros de extracdo otimizados. O extrato sofreu processo de secagem
por asperséo e por liofilizacdo. O adjuvante de secagem utilizado na secagem por aspersao foi
diéxido de silicio coloidal na concentracdo de 20% (p/p). A avaliacdo toxicoldgica foi
realizada através do estudo agudo e subcrénico. Diante dos resultados da avaliacdo dos
métodos extrativos, a extragdo com agitacdo a 200 rpm, aquecimento a 50°C apresentou maior
eficiéncia na extragdo de canferitrina e flavonoides totais. O melhor método foi otimizado
avaliando os parametros massa planta/massa solvente, temperatura, teor de alcool do solvente
extrator, velocidade de agitacdo. Na secagem dos extratos ndo foi observada influéncia nas
caracteristicas dos constituintes dos pos apds secagem por aspersdo, em relacdo ao extrato
fluido através das técnicas utilizadas. Ndo houve alteracdo do ganho de massa, consumo de
agua e racdo, dos parametros hematoldgicos e bioquimicos e morfolégicos analisados em
camundongos machos durante o tratamento por 30 dias consecutivos. No entanto, a aumento
dos niveis de ALT e fosfatase alcalina indicam uma possivel toxicidade hepatica. Em suma a
administracdo aguda e subaguda de extrato seco por aspersdo de Bauhinia forficata Link ndo
produziu efeitos toxicos significativos em camundongos machos, mas novos estudos sao
necessarios para avaliar melhor este achado. Por fim, os resultados obtidos neste trabalho
contribuiram no processo de padronizacdo de parametros de qualidade para a planta
supracitada, possibilitando o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas.

Palavras-chave: extracdo, secagem, caracterizacédo, flavonoides.



ABSTRACT

Diabetes mellitus, because it is a chronic disease and presents a sharp increase in Brazilian
society, became the target of the scientific community in the search for new therapies. Several
studies have been conducted with the objective of proving the apparent pharmacological
properties of plant species used in the treatment of this disease. In this context, Bauhinia
forficata Link, commonly known as cow’s foot, is one the species most used for this purpose.
Among the representatives of Bauhinia, the mentioned species presents the highest number of
studies on hypoglycemic and antidiabetic. Although, most pharmacological studies provide
relevant results, assessment of toxicity has been poorly investigated. This constant interest in
its study is imperative for the safe and effective use, enabling the development of dosage
forms from dried plant extracts for the treatment of diabetes. The objective of this study was
the obtainment, characterization and toxicological evaluation of standardized dried extract
based of Bauhinia forficata Link for the development of solid dosage forms. The extractive
methods percolation, maceration, heating to 50 ° C, stirring at 200 rpm and stirring with
heating were evaluated, being chosen the method that extracts the highest content of
flavonoids and optimized parameters extraction. The extract has undergone drying process by
spray-drying and lyophilization. The adjuvant used in the spray drying process was colloidal
silicon dioxide concentration of 20% (w / w). The toxicological evaluation was performed
using both acute and subacute tests. Considering the results of the evaluation of extractive
methods, extraction with stirring at 200 rpm, heating to 50 ° C showed greater efficiency in
the extraction of total flavonoids and kaempferitrin. The best method was optimized by
evaluating the parameters plant mass/mass solvent, temperature, alcohol content of the
organic solvent, stirring speed. The drying processes did not influence the characteristics of
the constituents of the powder after spray drying, in relation to the fluid extract by means of
techniques. There was no change in the mass gain, feed and water consumption,
haematological parameters and biochemical and morphological analysis in male mice during
treatment of 30 consecutive days. However, the increased levels of ALT, alkaline phosphatase
indicate a possible liver toxicity. In short, acute and subacute administration of spray-dried
extract of Bauhinia forficata Link did not produce significant toxic effects in male mice, but
further studies are needed to further evaluate this finding. Finally, the results obtained in this
work contributed to the standardization of quality parameters for the plant above mentioned,
enabling the development of solid dosage forms.

Keywords: extraction, characterization, toxicology, flavonoids.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus, por ser uma doenca cronica, € alvo de interesse na busca de novas
alternativas de tratamento. De acordo com as projecdes da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), a populacédo diabética aumentara universalmente duas vezes até 2025, estimando-se
que existirdo aproximadamente 300 milhGes de individuos diabéticos (SBD, 2010).

As plantas sempre foram uma fonte importante de muitos dos medicamentos
atualmente disponiveis no mercado. Segundo a Associacdo Brasileira de Empresas do Setor
Fitoterapico, ndo existem dados oficiais sobre o tamanho desse mercado no Brasil. As
estimativas variam entre US$ 350 milhdes e US$ 550 milhdes. Os pesquisadores acreditam
que o pais podera ter um papel de lideranca na area (ABIFISA, 2010).

No desenvolvimento de medicamentos oriundos de plantas medicinais, considerando
as necessidades nacionais e aproveitando as potencialidades naturais do Pais, 0 governo tem
incentivado e promovido a interacdo entre as instituicdes de ensino e pesquisa e 0 setor
produtivo de bens e servigos (Sant’ana; Assad, 2004).

Relatdrios etnobotanicos indicam que cerca de 1200 plantas no mundo apresentam
potencial antidiabético, dos quais mais de trés centenas foram relatados na literatura,
identificando uma variedade de substdncias quimicas com propriedades farmacoldgicas
(Barbosa-Filho et al., 2005).

Nesse contexto, diversas atividades farmacologicas tém sido encontradas no
vegetal Bahuinia, pertencente a familia Fabaceae, cujas espécies sdo de amplo interesse
medicinal, sendo empregadas em forma de chas e preparacgdes fitoterapicas para o tratamento
de diversas enfermidades. Dentre estes representantes, B. forficata Link é a mais utilizada,
sendo comumente conhecida, pela comunidade rural, como “pata-de-vaca verdadeira” ou
“insulina natural” (Silva; Filho, 2002; Arigony, 2005; Volpato et al., 2008).

A Bauhinia forficata Link € considerada uma especie nativa da América do Sul,
distribuindo-se pela Argentina, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Brasil; sendo que no Brasil,
encontra-se distribuida principalmente nas regides do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul
(Lorenzi; Matos, 2002; Vaz; Tozzi, 2005).

A abordagem etnofarmacéutica confirma o uso da B. forficata Link como planta
medicinal potencialmente eficaz no tratamento da diabetes por apresentar propriedades
antidiabéticas, hipoglicemiantes e diuréticas comprovadas através de diversos estudos

realizados in vitro e in vivo (Sousa et al., 2004; Jorge et al., 2004; Cazarolli et al., 2006;
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Menezes et al., 2007; Ruela et al., 2007; Volpato et al. 2008; Barbosa-Filho et al., 2005; Da
Cunha, 2009; Silva, 2002; Pepato, 2002).

Estudos referentes a composicdo quimica e atividade farmacoldgica de B. forficata
Link evidenciam que os glicosideos flavonoidicos canferolicos e quercetinicos representam os
principais constituintes quimicos, sendo eles os responsaveis pela atividade antidiabética da
espécie (Pizzolatti et al., 2003; Sousa et al., 2004).

Por B. forficata ser uma planta de grande interesse pela comunidade farmacéutica, sua
espeécie vegetal foi solicitada para gerar fitoterapicos que poderao ser disponibilizados pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) (Lusa; Bona, 2009). Em virtude da grande semelhanca
morfoldgica entre as diversas espécies de Bauhinia, a adulteracdo das preparagdes vegetais é
muito comum e, aliado a isto, as condi¢6es pelas quais as plantas se desenvolvem podem
alterar a composicao do material vegetal (Engel et al., 2008).

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui vérias fases e envolve um processo
interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitucional. Uma etapa imprescindivel consiste na
padronizacdo da manufatura de fitoterapicos para doses uniformes, atendendo os critérios de
qualidade inerentes aos medicamentos. Portanto, a padronizacdo € um pré-requisito para a
constancia dos efeitos terapéuticos e seguranca do usuario (David et al., 2004). Sendo
requisitos indispensaveis, portanto, ao seu registro no Brasil (Toledo et al., 2003; Brasil,
2010).

A padronizacdo dos fitoterdpicos é realizada com base no teor de uma substancia
marcadora presente no extrato, indicando que se a mesma estiver presente em quantidade

apropriada, também os demais componentes estardo presentes (Klein et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter, caracterizar e avaliar a toxicologia de extrato seco padronizado a base de Bauhinia

forficata Link.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a influéncia dos métodos extrativos nos teores de canferitrina e flavondides
totais no extrato de folhas de Bauhinia forficata Link e otimizar o melhor método
extrativo.

e Avaliar o pocesso de secagem da solucdo extrativa selecionada pelos métodos de
liofilizacdo e secagem por aspersao.

e Caracterizar fisico-quimicamente os extratos secos obtidos

e Realizar estudo toxicologico agudo e subagudo do produto seco por aspersdo de

folhas de Bauhinia forficata Link.
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3. Capitulo |

3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 Artigo | — Aplicacdo de metodologias analiticas na caracterizacdo de drogas vegetais e
extratos secos para o desenvolvimento de fitoterapicos

Artigo a ser submetido a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas Bésica e Aplicada
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APLICACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS NA CARACTERIZACAO DE
DROGAS VEGETAIS E EXTRATOS SECOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE
FITOTERAPICOS

Monize Santos Peixoto', Magaly Andreza Marques Lyra', Rebeka Priscila Maranhio
Monteiro®, Matheus Alves Angelos; Camila Bezerra Melo Figueirédo®; Evelyn Mirella Lopes

Pina’; Rosali Maria Ferreira da Silva.; Albuquerque, M.M.*; Rolim Neto, P. J. **

'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE
?Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Para - UFPA

RESUMO

Nos ultimos anos, o aumento do uso de fitoterapicos pela populacdo exige que diversos estudos
sejam desenvolvidos, visando avaliar a eficiéncia de diferentes metodologias para a garantia de
reprodutibilidade, padronizacdo, seguranca, eficacia e qualidade dessas variedades de matérias-
primas vegetais. Este trabalho teve como objetivo destacar algumas metodologias utilizadas para
caracterizacdo das drogas e extratos secos vegetais. Estes métodos incluem os métodos
espectrométricos (espectrofotometria no ultravioleta-visivel, espectroscopia de infravermelho,
espectroscopia de infravermelho préximo e espectroscopia Raman), cromatograficos
(cromatografia de camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia
gasosa), microscopia eletrébnica de varredura, determinacdo de umidade residual,
higroscopicidade, picnometria a hélio, determinagdes de area superficial especifica e tamanho de
particula a laser.

Palavras — chave: Controle de qualidade, drogas vegetais, extratos secos, fitoterapicos,
metodologias analiticas.

ABSTRACT

In recent years, the increased use of herbal medicines by the population requires development
of studies to evaluate the efficiency of different methodologies to ensure reproducibility,
standardization, safety, efficacy and quality of these varieties of vegetable raw materials. This
paper aims to highlight some methods used to characterize drugs and plant dry extracts. These
methods include spectrometric methods (UV-visible spectroscopy, infrared spectroscopy, near
infrared spectroscopy and Raman spectroscopy), chromatography (thin layer chromatography,
high performance liquid chromatography and gas chromatography), scanning electron
microscopy, determination of residual moisture, hygroscopicity, helium pycnometry,
measurements of specific surface area and particle size laser.

Key-words: Quality control, vegetable raw drugs, dried extracts, phytopharmaceutical,
analitical methodologies.
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INTRODUCAO

A fitoterapia compreende uma pratica terapéutica comumente utilizada e representa o
tipo de tratamento mais acessivel para uma parcela significativa da populacdo (Klein et al.,
2009; Souza-Moreira et al., 2010). Atualmente, este mercado tem movimentado altos valores
financeiros em todo o0 mundo (Souza-Moreira et al., 2010). Em 2010, por exemplo, 0 mercado
mundial de fitoterapicos movimentou cerca de US$ 44 bilhdes, enquanto que, no Brasil,
apesar de nao existirem dados oficiais, as estimativas apontam um movimento entre US$ 350
a 550 milhdes (Mioto, 2010; Silva, 2010).

Seguindo esta tendéncia atual, inimeros estudos tém abordado a analise de espécies
vegetais com potencial medicinal, de modo a contribuir com a descoberta de novas plantas
medicinais e com o desenvolvimento de fitoterdpicos (Mendez et al., 2011). Este
desenvolvimento inclui uma série de etapas, tais como cultivo, coleta, secagem, moagem,
extragdo e formulacdo e envolve um processo interdisciplinar, multidisciplinar e
interinstitucional (Toleto et al., 2003; Borella et al., 2010). Consequentemente, se essas etapas
ndo forem realizadas de forma satisfatoria, poderdo gerar alteracfes na composic¢do quimica
das substancias ativas, interferindo na qualidade do produto final (Borella et al., 2010).

Portanto, o emprego de espécies vegetais como matéria-prima para producdo de
medicamentos, tem como pré-requisito a padronizacdo das drogas e extratos vegetais através
de diferentes técnicas, a fim de estabelecer suas especificacdes de qualidade e garantir seus
critérios de eficacia e seguranca (Klein et al., 2009). Este trabalho tem como objetivo destacar
alguns métodos utilizados para caracterizacdo das drogas e extratos secos vegetais. Estes
métodos incluem os métodos espectrométricos (espectrofotometria no ultravioveta-visivel,
espectroscopia de infravermelho, espectroscopia de infravermelho préximo e espectroscopia
Raman), cromatogréaficos (cromatografia de camada delgada, cromatografia liquida de alta
eficiéncia e cromatografia gasosa), microscopia eletronica de varredura, determinacdo de
umidade residual, higroscopicidade, picnometria a hélio, determinacbes de area superficial

especifica e tamanho de particula a laser.

TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Metodos Espectrométricos
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Espectrofotometria no ultravioveta-visivel

A espectrofotometria de absor¢do molecular no ultravioleta/visivel (UV-VIS) € um
método analitico baseado na propriedade das espécies idnicas ou moleculares absorverem
determinados comprimentos de onda da radiacdo UV/VIS. No processo de absorcdo da
radiacdo, a energia dos fotons € transferida para as moléculas do meio em anélise para
provocar transi¢des eletronicas associadas a transi¢fes vibracionais e rotacionais (Leal et al.,
2008).

Tendo em vista que os niveis energéticos das moléculas sdo quantizados, a absorcao
de energia pode ser considerada como um processo especifico relacionado com a estrutura da
espécie absorvente, a qual determina a energia envolvida na transicéo, e com a probabilidade
de que esta ocorra. A intensidade da radiacdo que incide na amostra pode ser medida e
relacionada com a concentracdo da espécie absorvente (Rocha; Teixeira, 2004).

Apesar de novas tecnologias surgirem a cada instante a espectrofotometria continua
sendo uma ferramenta analitica importante na quantificacdo de principios ativos por
apresentar baixo custo, facilidade operacional, rapidez, reduzido gasto de solvente e ampla
disponibilidade de espectrofotdmetros UV/VIS nos laboratérios (Joubert, 2008). Documentos
oficiais como as Farmacopéias Francesa, Européia e Brasileira ainda adotam a
espectrofotometria UV-Vis como método de escolha para a analise quantitativa de varias
classes de compostos quimicos em material vegetal, principalmente se tais compostos
estiverem em elevada quantidade (Chabariberi, 2009).

Os produtos fitoquimicos, por serem matrizes complexas, precisam de um sistema com
alto desempenho para serem analisados. Neste sentido, diversos estudos vém sendo
desenvolvidos, visando avaliar a eficiéncia de diferentes metodologias para a garantia de
reprodutibilidade, padronizacdo, seguranca, eficacia e qualidade dessas variedades de
matérias-primas vegetais.

Zhu e colaboradores (2009) quantificaram flavonoides por meio de espectrofotometria
UV/VIS com o sistema cromogénico de NaNO,-Al (NOs3)3-NaOH em Portulaca oleracea L.,
uma tradicional planta medicinal da China. Por sua vez, Yu e colaboradores (2008)
desenvolveram um método simples, rapido e eficiente para a determinacdo de flavonoides
totais em Scutellaria barbata D. Don. Uma extracdo ultrassonica dindmica foi realizada em
um espectrofotdometro acoplado ao extrator, tendo como vantagem a pequena quantidade de

amostra requerida (5 mg) e o rapido tempo de extracdo (12,5 min).
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Oztiirk e colaboradores (2010) descreveram um novo método espectrofotométrico para
doseamento de &cido rosmarinico em extratos etandlicos de plantas. O método desenvolvido
foi baseado na complexacdo do acido rosmarinico com ions zircénio (IV), dando um méaximo
de absorvancia a 362 nm. O método demonstrou ser mais rapido, barato e seletivo que os
métodos convencionais para o doseamento desse composto.

Carvalho e colaboradores (2008) desenvolveram um estudo espectrofotométrico na
regido do UV/VIS aliado a uma prospeccdo fitoquimica para diferentes estagios fenologicos
da Brassica sp. O perfil espectrofotométrico das concentra¢es globais relativas dos
constituintes da planta, com relacdo ao seu crescimento vegetativo, foi tragado para extratos
em agua, etanol e diclorometano. Os resultados da prospeccdo fitoquimica mostraram a
presenca positiva de compostos fenolicos, flavonoides, triterpenos e esterdides para 0s
extratos etandlicos e aquosos.

A espectrofotometria no UV/VIS também pode ser utilizada como método auxiliar na
identificacdo botanica de vegetais, como descrito no trabalho de Valladdo e colaboradores
(2009) para a identificacdo da Maytenus salicifolia, cujo cha é usado topicamente para aliviar
pruridos e sintomas alergiformes. Adicionalmente, a espectrofotometria no UV/VIS também é
util como metodologia auxiliar para 0 monitoramento de reacdes e a identificacdo de seus
compostos intermediarios. O estudo de Chen e colaboradores (2010), por exemplo, descreve o
uso desta metodologia para caracterizacdo espectroscdpica dos cations formados na oxidacdo

de fenais.

Espectroscopia no infravermelho (1V)

A espectroscopia no IV médio, em especial no modo de refletancia difusa, é uma
técnica muita utilizada para implementacdo de rotinas de analises no setor de controle de
qualidade na industria farmacéutica, devido ao seu baixo custo, rapidez e por ndo ser
necessaria a operacdo de solubilizacdo de amostras. A técnica de espectroscopia IV foi
utilizada satisfatoriamente em estudos dos compostos fenolicos de Leiothrix flavescens
(Bong.) Ruhland (Eriocaulaceae) (Maluf et al., 2010; Silva et al., 2007; Cunha-Filho; Sa-
Barreto, 2007).

A espectroscopia no infravermelho proximo também vem sendo amplamente utilizada
na inddstria farmacéutica, inclusive na identificacdo de matéria-prima vegetal, produtos
acabados e quantificacdo de principios ativos (Gonzélez & Pous, 1995; Blanco, Coelho &

Iturriaga; 1998). A identificagdo é baseada na aplicacdo dos métodos quimiométricos aos
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espectros de infravermelho préximo e permite melhor separacdo dos constituintes das
amostras em relacdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), além dos metabdlitos
serem separados de acordo com o grupo funcional (Deisingh, 2005; De Almeida, 2006).

A espectroscopia no infravermelho proximo € um método quali-quantitativo rapido,
ndo destrutivo, ndo requer reagentes e ainda traz a impresséo digital de toda matriz. Em
contrapartida, as desvantagens deste método para identificagdo de drogas sdéo mudancas de
umidade e posicdo da amostra. Portanto, estes parametros precisam ser controlados para se
tornarem aceitaveis (Woo, et al., 2005; Gonzalez & Pous, 1995)

A utilizacdo da espectroscopia no infravermelho proximo foi descrita para
discriminacdo de espécies vegetais medicinais de acordo com sua localizacdo geografica
(Woo et al., 2005; Woo et al., 1999). Esta técnica foi capaz de identificar o marcador
decursina na amostra coreana de Angelicae gigantis Radix, distinguindo-a da espécie chinesa
(Woo et al., 2005). Além disso, as espécies chinesas e coreanas de Astragalus membranaceus
e Ganoderma lucidum foram diferenciadas quanto a origem ap6s segunda derivatizacdo do
espectro de infravermelho préoximo por reflectdncia. Os espectros também foram
diferenciados utilizando o algoritmo componente principal (Woo et al., 1999).

Chen & Sorensen em 2000, Wang et al., 2005 desenvolveram um método por
espectroscopia por infravermelho préximo para quantificacdo de acido glicirrizico em raizes
secas de Glycyrrhiza uralensis. Os métodos tiveram precisdo e exatiddo semelhantes ao
CLAE. A espectroscopia de infravermelho proximo com o auxilio de correlacdo
multiplicativa de sinal e filtro derivativo de Norris foi utilizada para classificacdo de amostras
de alcaguz de acordo com condi¢des de crescimento, area geografica e partes de plantas
(Wang et al., 2007).

Espectroscopia Raman

A espectroscopia de Raman, durante as duas Ultimas décadas, tem sido uma
ferramenta de pesquisa bastante usada na area farmacéutica. Embora haja uma abundancia das
publicacBes recentes que tratem das aplicacbes desta técnica, o numero de estudos
guantitativos ainda é limitado. Dentre os trabalhos existentes, diversos demonstram suas
vantagens em comparagéo ao IV, sobretudo por ndo haver interferéncia de 4gua nos espectros.
No entanto, o alto custo do equipamento e a complexidade dos lasers e dos sistemas de

detectores representam algumas se suas desvantagens (Aaltonen et al., 2008).
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Em estudos a técnica foi utilizada com sucesso em anélise dos frutos de Luffa
operculata (L) cogn. para verificacdo de diferencas de composicdo em funcdo de sua regido
de origem (Aaltonen et al., 2008; Cruz et al., 2006).

Métodos Cromatograficos

Cromatografia em camada delgada (CDD)

A CCD é um dos métodos mais utilizados para a separacao e identificacdo de produtos
naturais, sendo largamente utilizado para o controle de qualidade de matérias-primas vegetais
e fitoterapicos. Trata-se de uma técnica de adsorcao liquido-solido que promove a separagdo
dos compostos pela diferenca de afinidade das substancias da mistura pela fase modvel e
estacionaria. Como grande parte dos compostos organicos é incolor utiliza-se um processo de
revelacdo para que se possam analisar os resultados (César et al., 2007).

A técnica foi utilizada de modo satisfatorio em estudos para a caracteriza¢do quimica
qualitativa de diversos compostos em plantas, como exemplo, polifendis em Ipomoea pes-
caprae (L.) R. Br., com verificacdo de que as partes da espécie possuiam composicdo
semelhante; no controle de qualidade de drogas vegetais a base de Bauhinia forficata Link
(Fabaceae), as quais analisadas por CCD levaram a conclusdo que algumas amostras
poderiam estar contaminadas com outras espécies de Bauhinia ou outras plantas de origem
desconhecida; em diferentes tinturas de Stryphnodendron barbatiman para analise
fitoquimica, como também em extrato de Maytenus ilicifolia, analisado em CCD com
revelagdo na regido do ultravioleta (UV) para confirmacdo da presenca dos principais
grupamentos quimicos existentes e certificacdo da presenca dos principais principios ativos e
marcadores; em Priva lappulacea (L.) Pers. (Verbenaceae) para analise do perfil fitoquimico;
em Senna alata para determinacdo do perfil cromatografico qualitativo e em folhas de
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) para obtencdo de perfil cromatografico (César et al., 2007,
Fiuza et al., 2008).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Diversas técnicas podem ser empregadas para 0 doseamento de metabolitos
secundarios em materiais vegetais, sendo a CLAE uma das que alcan¢a maior destaque, em

virtude de sua maior sensibilidade, precisdo e exatiddo em relagdo aos outros metodos. Tal
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técnica permite a realizacdo de uma analise quimica aprofundada de grupos de moléculas de
vérias classes metabdlicas para uma caracterizacdo da forma mais completa possivel.
Ademais, ainda é possivel analisar compostos distribuidos em uma ampla faixa de polaridade,
massa molecular e labilidade térmica (Volpato, 2005; Linden, 2007).

Em muitos casos torna-se muito dificil identificar a maior parte dos componentes por
meio de abordagens comuns. Em geral, poucos marcadores farmacologicamente ativos sao
empregados para avaliar a qualidade e autenticidade de uma planta medicinal. E bastante
comum a utilizacdo da CLAE para analise de ervas medicinais, devido a facilidade da
operacdo e também por ser uma técnica, a qual se pode utilizar componentes da amostra com
volatilidade ou estabilidade limitada, ao contrario da cromatografia gasosa (CG). Outro
destaque desse método analitico é que pode ser usada para analisar uma grande extensdo de
componentes de ervas medicinais.

De acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 14, de 31 de marco de
2010, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o controle de qualidade de
produtos derivados de plantas medicinais deve ser realizado através da utilizacdo de
metodologias analiticas devidamente validadas para identificacdo e quantificacdo de
compostos ou classe de moléculas ativas presente na matéria-prima vegetal. A CLAE é um
dos métodos analiticos que esta resolucdo define para o controle de qualidade de drogas
vegetais.

Com a finalidade de solucionar problemas analiticos ou preparativos nas analises por
CLAE € necessario aléem de uma instrumentacdo adequada uma combinagdo correta das
condicBes experimentais, tais como: escolha da composicdo das fases estacionaria e movel,
fluxo, temperatura do forno, tamanho de particula e da coluna, volume de injecdo, ou ainda
determinar se o tipo de eluicdo sera gradiente ou isocratico. Esses parametros sdo essenciais
para se obter um resultado desejavel, uma 6tima resolucdo e separacdo dos picos (Ciolo,
1998).

A CLAE através do uso de sistema gradiente e solventes organicos permite a
separagdo de compostos presentes em especies vegetais, apresentando com uma técnica
versatil e obtendo resultados com boa resolugdo (De Simon, 1995). Essa técnica
cromatografica demonstra ser importante ferramenta para a identificacdo de material vegetal,
através do uso de marcadores quimicos (Chabariberi et al, 2009).

Na literatura tem sido relatado diversos estudos para a determinagéo de flavondides em

espécies vegetais. Chen et al (2007) realizaram a determinacdo de 15 flavonoides, a partir de



23

uma espécie de Herba epimedii (familia Berberidaceae). E valido salientar que a
determinacdo quantitativa de flavondides glicosidicos individuais ¢ dificil porque ndo estdo
disponiveis para aquisicdo comercial padrdes para a maioria destes compostos, o que implica
em alto custo, além de tempos longos de andlise e dificuldades inerentes a otimizacdo das
condigdes cromatogréficas. Por esse motivo, € muito comum o uso da hidrolise dos
glicosidios para liberar as agliconas para determinacdo dos flavonoides (Hoffmann-ribani;
Rodriguez-amaya, 2008; César et al 2007).

Estudos tambem tém mostrado a utilizacdo dessa técnica analitica na verificacdo de
teores de isoflavonas (daidzeina, genisteina e gliciteina) no extrato seco de soja em capsulas
(César et al, 2007). Souza e colaboradores (2010) realizaram pesquisas aplicando a CLAE
para quantificacdo de metilxantinas (cafeina, teofilina e teobromina), como também taninos
como: catequina e epicatequina em p6 de guaranad (Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae).
Concomitante a esse estudo, os autores realizaram a comparagdo da metodologia por CLAE
com 0 método espectrofotométrico para a determinacédo dos mesmos componentes. A partir da
avaliacdo das metodologias, pode-se concluir que o emprego do método cromatogréafico é
mais indicado no controle de qualidade do guarana em po, por ser uma técnica precisa,
sensivel, especifica e rapida. Estudos realizados sobre o perfil de flavondides e alcaldides em
folhas e extrato fluido de Passiflora alata Curtis contendo isovitexina foi realizado através de
CLAE, comparado seus perfis cromatograficos com extrato de P. incarnata comercial e
tintura de P. actinia (Mdiller, 2006).

Lopes e colaboradores (2009) desenvolveram um método analitico por CLAE para a
analise dos flavan-3-0is presentes em extrato semipurificado das cascas de Stryphnodendron
adstringens, Stryphnodendron polyphyllum e Stryphnodendron obovatum. Utilizaram
solucdes-padrbes de acido galico e galocatequina e a metodologia desenvolvida mostrou-se
viavel a aplicacdo em plantas ricas em taninos nas trés espécies vegetais.

Outros estudos tem mostrado a aplicacdo do CLAE, como a purificacdo dos isbmeros
triterpenos a-amirina e B-amirina nas espécies do género Protium (Burseraceae), através desta
técnica permite a separacdo desses isdbmeros, haja vista que € praticamente impossivel disso
ser alcancado utilizando-se outras técnicas cromatogréficas de eficiéncia limitada (Dias,
2011).
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Cromatografia gasosa (CG)

A CG é uma das técnicas analiticas mais utilizadas gracas ao seu alto poder de
resolucdo, além de possibilitar a deteccdo em escala de nano e picogramas. O principal
mecanismo de separacdo se da pela particdo dos componentes da amostra entre uma fase
movel gasosa e a fase estacionéria liquida. Possui véarios detectores, sendo mais utilizados os
detectores por ionizacdo em chama e o de condutividade térmica, acoplados a espectrdmetros
de massa, 0 que possibilita a identificacdo imediata das substancias presentes na amostra
(Degani; Cass; Vieira, 1998).

Esta técnica foi utilizada para analisar extratos de alcaldides totais e dos produtos
isolados de Tabernaemontana angulata Mart. ex Mull. Arg., Apocynaceae; analise qualitativa
e quantitativa em Oleos essenciais extraidos de folhas e galhos de Zanthoxylum syncarpum
Tull; analise do perfil cromatografico de Mikania glomerata S. e anélise qualitativa de dleos
essenciais de folhas de Vernonia remotiflora e Vernonia brasiliana (Degani; Cass; Vieira,
1998; De Assis et al., 2009; Vieira et al., 2009; Bueno & Bastos, 2009; Maia; Torres; Pessoa,
2010).

Outras técnicas
Microscopia eletrdnica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) consiste numa das mais refinadas
técnicas de analise micro-estrutural. Com um aumento de até 300.000 vezes, a MEV permite
obter imagens tridimensionais detalhadas acerca da microestrutura de materiais solidos, com
grande precisao e confiabilidade (Dedavid, Gomes, Machado, 2007) e, desta forma, durante a
caracterizacdo de drogas e extratos secos de vegetais, proporciona maior elucidacdo acerca
das caracteristicas fisicas e superficiais dos componentes da amostra (losio et al., 2011).

Para exemplificar a utilizacdo desta técnica, varios estudos tém sido desenvolvidos
objetivando a determinacdo da morfologia e do aspecto superficial dos extratos secos por
spray-dried. Estas defini¢des, por sua vez, corroboram com estudos adicionais sobre as
caracteristicas de fluxo e compressdo que estes extratos secos ou mesmo seus granulados
venham apresentar diante de uma forma farmacéutica solida derivada. Neste caso, utilizando a
MEV, um estudo realizado por Petrovick e colaboradores (2010) em torno do extrato seco de
Achyrocline satureioides apontou diferencas significantes entre o po obtido por spray-dried e

o granulado, apresentando este Gltimo forma irregular e superficie rugosa, mas com melhor
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fluxo e melhores caracteristicas de compactacdo. Em contrapartida, as fotomicrografias para o
po revelaram a presenca de particulas esteroidais com superficie porosa e &spera, porém de
pequena dimensao, cujo fluxo e a compactibilidade ndo se mostraram adequados para a
obtencdo de formas farmacéuticas derivadas, especialmente por compressao direta.

Em outras situacdes, as andlises por MEV podem elucidar o aspecto estrutural da
mistura farmaco-excipiente sob determinadas condigdes, conforme andlise realizada em torno
do extrato seco por aspersdo de Maytenus ilicifolia, cuja adicdo do didxido de silicio coloidal
30% (m/v) sob temperatura de aspersao de 180°C, contribuiram para a formacéo de particulas
esféricas, com menos aglomerados e distribuicdo granulométrica mais uniforme. Tais
condigdes foram destacadas como fundamentais para o alcance de melhores propriedades de
fluxo dos produtos secos por aspersdo (Oliveira, 2009). Trabalho semelhante foi realizado
para o extrato de Glinus Lotoides com adi¢cdo do Aeroperl® 300 Pharma 30%, revelando
melhoria na superficie do extrato bruto (Endale, Gebre-Mariam, Schmid, 2007), e para o
extrato seco de Phyllanthus niruri com o Eudragit E, cuja granulagdo ndo resultou em
mudancas estruturais (De Souza et al., 2007).

Silva, em 2010, analisou extratos secos obtidos por evaporacdo rotativa, leito de jorro,
spray dryer e liofilizacdo de Peperomia pellucida L. (H.B.K.), através de MEV. Foi
observado que houve uma significativa melhora nas caracteristicas farmacotécnicas do pé
durante a secagem na preparagdo de extratos secos obtidos por spray dryer e leito de jorro,
devido a adicdo de aerosil® & solugo extrativa, como adjuvante de secagem.

A MEV foi também revelada como uma técnica aliada para avaliacdo morfoldgica da
reprodutibidade e a padronizacdo de diferentes lotes de um extrato vegetal. Para a Aleurites
moluccana, foi apontada similaridade nas caracteristicas fisicas, com presenca de pos finos,
com particulas esféricas e de superficie suave. Estas caracteristicas, juntamente com a
manutencdo dos flavonoides constituintes, garantiram a reprodutibilidade adequada do extrato
(Quintéo et al., 2011).

Além disso, a técnica pode auxiliar para estimar as condi¢Ges de producéo, conforme
discutido por Spaniol e colaboradores (2009), quando da avaliagdo do comportamento
compressional de granulado contendo extrato de Phyllanthus niruri em compressoras
excéntrica e rotativa. Ambas mostraram diferencas na porosidade e textura, especialmente
com o aumento da forca de compressdo e dureza do comprimido; além das diferencas

superficiais dos comprimidos, devido a compressdo uniaxial da compressora excéntrica. Estas
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alteracdes irdo influenciar no produto final, uma vez que estes produtos exibem parametros de
qualidade diferentes.

Neste sentido, um estudo visando desenvolver um comprimido revestido utilizando
Tanacetum parthenium, detectou por MEV que o p0 deste extrato seco por spray dried
apresentou particulas esfericas homogeneamente distribuidas, comum a este processo de
secagem. Esta forma € vantajosa para uma forma farmacéutica, pois esta associada a uma
fluidez e densidade adequada (Chaves, Da Costa, Freitas, 2009). Da mesma forma, a técnica
foi aplicada para o desenvolvimento de novos pellets emulsionantes de
Phytocomplex silymarin, os quais apresentaram melhores caracteristicas (forma esférica,
superficie regular), sendo posteriormente selecionada a formulagdo com melhores resultados
(losio et al., 2011).

Adicionalmente, durante os diferentes processos de extracdo, a MEV pode ser usada
para detectar o efeito de ruptura na superficie da amostra, fazendo com que as substancias
quimicas de dentro da célulasejam rapidamente liberadas para o0s solventes de
extracdo circundantes. Desta forma, o estudo com Radix Astragali constatou que a extracdo
por micro-ondas apresentou maior interrupcdo na superficie da amostra, devido ao brusco
aumento de temperatura e pressao intracelular. Na extracdo por ultrassom, a penetracdo do
solvente foi evidenciada pelo efeito de cavitacdo. Diferente da extragdo por refluxo de calor e
Soxhlet, onde houve pouca destruicdo da microestrutura de amostra, com presenca de
algumas rupturas ligeiras na superficie. Na maceracdo foram observados poucos vincos leves

superficiais (Yan et al., 2010).

Area Superficial Especifica

Em uma mistura de particulas de varios tamanhos, ou seja, numa amostra polidispersa,
duas propriedades sdo importantes: a textura e a area superficial das particulas individuais, e a
variacdo do tamanho, nimero ou peso das particulas presentes (Silva, 2010).

A area superficial das particulas pode estar relacionada as propriedades fisico-
quimicas e farmacologicas de um marcador. Clinicamente, a area da particula do farmaco
pode interferir em sua liberacdo da forma farmacéutica. Na producdo de comprimidos e
capsulas, por exemplo, o controle da area das particulas do extrato seco € essencial na
obtencdo de propriedades de fluxo necessarias ao processo e de misturas homogéneas de

grénulos e pos (Silva, 2010).
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A medida da area superficial especifica pode ser obtida por adsorcdo fisica de
nitrogénio sobre o material, pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET). O método BET
baseia-se na determinacdo do volume de N, adsorvido a diversas pressdes relativas, na
temperatura de nitrogénio liquido (77 K) (Silva, 2010).

Silva, em 2010, avaliou amostras de extratos secos por spray dryer de Peperomia
pellucida L. (H.B.K.). Os valores de area superficial especifica variaram inversamente com o
tamanho médio de particula das amostras analisadas. A medida que a &rea superficial

especifica aumentou, o valor do tamanho medio de particula diminuiu.

Determinacdo do Tamanho de Particula a Laser

A técnica, bastante utilizada tanto para drogas vegetais como para extratos secos,
baseia-se em a luz ao interagir com a matéria particulada pode ser espalhada (mudanca de
direcdo) sem sofrer alteracdo de sua energia (espalhamento Rayleigh). Este espalhamento é
funcdo do tamanho da particula. Portanto, a distribuicdo do tamanho de particulas pode ser
determinada pela analise do espalhamento de luz produzido. O equipamento Microtac®
S3500, por exemplo, emprega um sistema de trés lasers operando em conjunto com um
arranjo de fotodeteccdo que varre angulos de espalhamento unificado da luz (UST — Unified
Scatter Technique) (Silva, 2010).

Em geral, quanto menor o tamanho da particula, melhor a solubilidade do extrato seco,

aumentando, consequentemente a biodisponibilidade do insumo vegetal (Silva, 2010).
Determinagdo da umidade residual

A determinacdo da umidade residual nas matérias-primas vegetais € um ensaio de
grande relevancia do ponto de vista tecnoldgico para producdo de fitoterapicos (Garcia-
Amoedo; De Almeida-Muradian, 2002; Nunes et al., 2009). O alto teor de &gua propicia a
proliferacdo de fungos e bactérias, além de favorecer a atividade hidrolitica de diversas
enzimas presentes nas células vegetais, possibilitando de tal modo a degradagdo dos
principios ativos pelos processos de hidrolise, mesmo em um curto espaco de tempo (Corréa
et al., 2004; Borges et al., 2005. Nunes et al., 2009). A umidade também influencia a
qualidade farmacotécnica dos materiais sélidos pulverulentos, podendo afetar, em especial,
suas caracteristicas reoldgicas e a estabilidade fisico-quimica (Mendez et al., 2011). Por outro

lado, as drogas vegetais geralmente necessitam de uma quantidade minima de agua para sua
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conservacdo adequada (Antonelli-Ushirobira et al., 2004). De modo geral, o teor de umidade
estabelecido nas diferentes farmacopeias varia entre 8 a 14%, com poucas excegoes
especificadas em monografias (Antonelli-Ushirobira et al., 2004).

Sendo assim, esta determinagdo constitui um importante parametro de controle de
qualidade, sendo util como indicativo de eficiéncia de secagem, estabilidade e conservagéo
das matérias-primas vegetais (Alves et al., 2008; Da Costa et al., 2009; Nunes et al., 2009).
Assim como, também pode fornecer dados acerca do rendimento de extracdo, j& que a
secagem influi no estado de integridade das estruturas celulares, expondo-as mais ou menos
ao contato com solventes (Da Costa et al.,, 2009). Este pardmetro deve entdo ser
adequadamente avaliado na selecdo das operacOGes produtivas, incluindo a extracdo e a
secagem, e na manipulacao e selecdo das condi¢fes de armazenamento, em nivel de ambiente
e de material de acondicionamento (Mendez et al., 2011).

Diversos métodos analiticos podem ser empregados na determinacdo de umidade
residual em matérias primas vegetais, destacando-se 0s seguintes ensaios: determinagdo da
perda por dessecacdo pelo método gravimétrico, balanca por infravermelho e ou
termogravimetria, e determinacdo de agua pelo método volumétrico (Karl Fisher), todos
descritos na Farmacopeia Brasileira (2010).

O método gravimétrico é tradicionalmente utilizado para avaliagdo da umidade
residual do p6 e extratos secos de diversas espécies vegetais, tais como Arrabidaea chica
(Humb. & Bonpl.) B. Verlt. (pariri) (Alves et al., 2008), Cynara scolymus L. (alcachofra)
(Mendez et al., 2011), Calendula officinalis L. (caléndula) (Nunes et al., 2009) e Paullinia
cupana Kunth (guarand) (Aradjo et al., 2006).

Em relacdo ao método gravimétrico, a balanca por infravermelho possui a vantagem
de requerer menor tempo para a realizacdo das analises, podendo ser mais Util para as analises
de controle de qualidade de um laboratério mais equipado onde o numero de amostras
geralmente é grande (Garcia-Amoedo; De Almeida-Muradian, 2002). No entanto,
dependendo do aparelho utilizado, diferentes programacdes podem ser feitas e os resultados
das analises podem variar, dependendo do programa selecionado, sendo necessario validar a
metodologia de acordo com as condicOes de secagem estabelecidas (Borges et al., 2005).

Migliato e colaboradores (2007) empregaram adequadamente este meétodo para
determinacdo da umidade residual de frutos de Syzygium cumini (L.) Skeels (jamboldo) e
Borges e colaboradores (2005) evidenciaram através de validacdo que a determinagdo de &gua

em analisador de umidade foi precisa, reprodutivel e exata para a analise das seguintes
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matérias-primas vegetais: Calendula officinalis L. (caléndula), Foeniculum vulgare Miller
(funcho), Maytenus ilicifolia Mart ex. Reissek. (espinheira-santa) e Passiflora alata Curtis
(maracujd). Aléem do mais, também demonstraram uma similaridade dos resultados desta
metodologia em relacdo a determinacdo de agua pelo método gravimétrico nas drogas
vegetais supracitadas, possuindo ainda a vantagem de ser mais rapida e pratica. No entanto, 0s
autores recomendaram que os parametros desta andlise sejam prévia e corretamente
estabelecidos e que seja feita uma validacdo da metodologia para cada matéria-prima, de
modo a confirmar que os parametros selecionados sdo adequados para obtencao de resultados
correspondentes aos obtidos através dos métodos tradicionais.

Ammon e colaboradores (1985) aplicaram com sucesso 0 método volumétrico na
determinacdo de agua em folhas de duas espécies de Eucalyptus leucoxylon e Eucalyptus
globulus, apontando a vantagem do método para avaliacdo de plantas que contém Oleos
essenciais, tendo em vista que o mesmo, diferentemente dos métodos que empregam o calor,
ndo apresenta efeito destrutivo sobre 0s outros componentes presentes nas drogas e extratos
vegetais.

A termogravimetria (TG) é uma das técnicas de analise térmica em que as variacGes de
massa da amostra (perda ou ganho) sdo monitoradas em fungdo da temperatura e/ou tempo,
enquanto a substancia é submetida a uma programacdo controlada de temperatura. A partir da
derivada primeira da curva TG obtém-se a curva termogravimétrica derivada (DTG) com
registro de picos relacionados as etapas de perda ou ganho de massa, permitindo assim uma
melhor definicdo de onde se iniciou e finalizou as variacdes de massa. Por essas
caracteristicas, essa técnica pode entdo ser empregada para determinacdo do teor de umidade
residual em drogas vegetais (Aradjo et al., 2006; Farmacopeia Brasileira, 2010). O
equipamento utilizado é constituido basicamente de uma termobalanc¢a na qual a substancia é
inserida em um porta-amostra sob programa controlado de temperatura e atmosfera
especificada, como nitrogénio, por exemplo. Esse dispositivo que possibilita o0 aquecimento e
medicdo simultanea da massa do analito (Farmacopeia Brasileira, 2010).

Em relacdo as técnicas tradicionais, como gravimetria, a TG apresenta as seguintes
vantagens: permite reduzir o tempo de andlise, utiliza menor quantidade de amostra (Aradjo et
al., 2006; Da Silva et al., 2001), o registro da perda de massa ocorre de maneira automatizada,
evitando os erros provocados por manipulacfes excessivas do operador com a amostra (Da

Silva et al., 2001), os erros de anélise inerentes a manipulagdo das amostras sdo minimizados,
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ademais é possivel realizar a determinacdo simultanea dos teores de umidade e cinzas (Araljo
et al., 2006).

Da Silva e colaboradores (2001) avaliando o teor de umidade em amostras de po e
farelo da vagem de Prosopis juliflora (SW) D. C. J. (algaroba) a diferentes temperaturas de
secagem (55, 65, 75, 85, 95 e 105°C), por meio de método gravimétrico (estufa e mufla),
analisador de umidade e termogravimetria, verificaram uma boa correlagdo entre os valores
percentuais de umidade obtidos para as duas amostras estudadas, nas diversas temperaturas de
secagem, por todos os métodos avaliados. Entretanto, os autores sugeriram que o método
termogravimétrico foi mais preciso, tendo em vista que apresentou 0s menores desvios padrdo

dos teores de umidade.

Avaliacéo da higroscopicidade

A avaliacdo da higroscopicidade consiste na determinacdo da estabilidade de pos
frente a umidade relativa em temperatura ambiente, sendo um dos parametros de selecdo das
técnicas de secagem dos extratos vegetais liquidos, bem como de suas condicBes de
armazenamento (Mendez et al., 2011). Um produto extremamente higroscépico, de acordo
com as condi¢fes ambientais de armazenagem do produto e da impermeabilidade da
embalagem, tende a entrar em equilibrio com as condi¢es termodinamicas do ar ambiente,
perdendo ou ganhando agua, evento que pode afetar sua estabilidade e conservacdo (Anselmo;
Mata; Rodrigues, 2008). O fendmeno de higroscopicidade de produtos sélidos porosos é
estudado por meio das equacBGes que descrevem as isotermas de sor¢do de agua, que Sao
representacfes matematicas da relagdo existente entre o teor de umidade do material em
equilibrio com diferentes valores de atividade de dgua e uma determinada temperatura. O
conhecimento dessa relacéo de interdependéncia auxilia na identificacdo do tipo de forcas que
intervém na ligacdo da dgua com os elementos de composic¢ao do produto, permitindo certas
avaliacOes da sua estabilidade, durante o armazenamento, podendo servir como pardmetro
indicativo de embalagens apropriadas para melhor conservagdo do produto e vida-de-
prateleira do produto industrializado. (Corréa; Junior; Stringheta, 2000)

Mendez e colaboradores (2011) avaliaram a higroscopicidade do extrato seco de
Passiflora alata Curtis (maracuja-doce), expondo-o a ambientes de 35 e 70 % de umidade

relativa em temperatura ambiente, por tempos de 2, 4, 6, 8, 10 e 14 dias. Os autores
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observaram uma tendéncia de higroscopicidade do material em ambientes de elevada umidade
relativa, em virtude da répida propriedade de adsorcdo de umidade e aumento de peso de
aproximadamente 18% (p/p), nos dois primeiros dias de exposi¢cdo a 70% de umidade relativa.
Apesar do estabelecimento do equilibrio a partir do quarto dia, foi verificado um aumento
total de peso de 21,44% (p/p) ao final dos 14 dias de ensaio, com mudancga na coloracéo e
observagdo de principio de aglomeracdo. Por outro lado, o aumento de peso do material
exposto a umidade relativa de 35% foi de 2,21% ap6s 14 dias, ilustrando uma diferenca de
comportamento em condi¢fes de baixa umidade. Por sua vez, Anselmo; Mata; Rodrigues
(2008) apontaram a baixa higroscopicidade do extrato seco de urucum (Bixa Orellana L.),
através da determinagdo das isotermas de equilibrio higroscopico nas temperaturas de 10 a

50°C e teor de agua de equilibrio de 6 a 22% base Umida.

CONCLUSAO

O trabalho demonstra a importancia das diferentes técnicas analiticas existentes para
caracterizacdo e controle de qualidade das matérias-primas vegetais, seus produtos
intermediarios e fitoterapicos, de modo que o0s mesmos possam ser utilizados

terapeuticamente de modo seguro e eficaz.
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4, Capitulo 11

4.1. AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS METODOS EXTRATIVOS NOS TEORES
DE CANFERITRINA E FLAVONOIDES TOTAIS EM EXTRATOS DE FOLHAS DE

Bauhinia forficata Link.

4.1.1 Artigo 1l — Avaliagdo da influéncia dos métodos extrativos nos teores de canferitrina e
flavonoides totais em extratos de folhas de Bauhinia Forficata Link

Artigo submetido ao journal of agricultural and food chemistry
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RESUMO

Bauhinia forficata Link é uma espécie nativa da América do Sul bastante utilizada no
tratamento da diabetes mellitus, devido a atividade antidiabética atribuida aos compostos
flavonoidicos, principalmente o marcador canferitrina, presente nas folhas deste material
vegetal. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia das condicGes de extracdo no teor de
canferitrina e teor de flavonoides totais. Os métodos avaliados foram percolacdo, maceracéo,
aquecimento a 50°C, agitacdo a 200 rpm e agitacdo a 200 rpm com aquecimento a 50° C. A
extracdo com agitacdo a 200 rpm, aquecimento a 50°C apresentou maior eficiéncia na
extracdo de canferitrina e flavonoides totais. O melhor método foi otimizado avaliando os
parametros massa planta/massa solvente, temperatura, teor de alcool do solvente extrator,
velocidade de agitacéo.

Palavras-chave: métodos extrativos, canferitrina, flavonoides.

ABSTRACT

Bauhinia forficata Link is a native species from South America. The content of kaempferitrin
in leaves of B. forficate L. is an important marker for quality control of the raw material, since
this marker is only present in the leaves of this plant. The influence of extraction conditions
on the content of Kaempferitrin and total flavonoids was evaluated. The methods were
percolation, maceration, heating to 50 °C, stirring at 200 rpm, stirring and heating. The
extraction wuth stirring at 200rpm and heating to 50°C had higher efficiency in the extraction
of total flavonoids and kaempferitrin. The best method was optimized by evaluating the
parameters mass plant/ mass solvent, temperature, alcohol content in the extractive solvent
and stirring speed.

Keywords: Extractive methods, kaempferitrin, flavonoids.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais possuem uma longa histéria de uso tradicional, amplamente
difundida tanto em paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos na busca por
moléculas complexas que tém atividade bioldgica benéfica (Chaves, Costa & Freitas, 2009;
Yu et al., 2006).

No Brasil, programas oficiais de satde tém incentivado a exploracéo e/ou a producéo
sustentada de espécies medicinais, que vem sendo gradativamente implementados por muitos
governos estaduais e municipais (Borgo et al, 2010). Dentre as espécies medicinais
relacionadas pelo Ministério da Saude com grande potencial para torna-se fitoterapico, figura
a Bauhinia forficata Link (Brasil, 2011) conhecida tradicionalmente na medicina popular
brasileira como pata-de-vaca (Da Cunha et al, 2010).

B. forficata L. é uma planta arborea da familia Fabaceae (Leguminosae) que se
encontra distribuida na Asia e bem adaptada e desenvolvida em varias regides do Brasil
(Oliveira et al, 2005; Jorge et al, 2004). O género Bauhinia é bastante amplo, com cerca de
300 espécies, das quais 200 séo brasileiras. Muitas delas sdo utilizadas como hipoglicemiantes
e dentre tais espécies, B. forficata Link é bastante empregada com esse fim (Tzeng et al.,
2009).

De acordo com Sousa et al. (2004), o efeito hipoglicémico e potencial antioxidante em
B. forficata Link é devido a presenca de flavondide canferitrina (canferol 3,7-di-O-a-L-
ramnopiranosideo) (Figura 1), sendo confirmado o potencial antidiabético por outros autores
(Da Cunha et al, 2010; Pepato et al., 2004; Jorge et al, 2004).

Figura 1 - Estrutura quimica do canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo (canferitrina).
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A obtencéo de solucbes extrativas padronizadas a partir de drogas vegetais representa

uma etapa imprescindivel para o desenvolvimento de um fitoterdpico, esta padronizacdo
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geralmente é realizada com base no teor de uma substancia marcadora presente no extrato,
indicando que se a mesma estiver presente em quantidade adequada, os demais componentes
também estardo igualmente representados. Isto porque, na etapa de extracdo, os diversos
componentes ativos das plantas medicinais devem ser preservados, a fim de garantir sua acédo
farmacoldgica (Klein et al, 2009).

Diferentes técnicas de extracdo tém sido publicadas (Stecher et al., 2006), desde os
métodos mais  simples tais como  maceracdo, percolagdo, a  digestao,
as mais exaustivas e sofisticadas, como a extracdo com fluido supercritico, extracéo de liquido
pressurizado, extracdo assistida por microondas, e varias outras modificacbes dos mesmos
(Sultana et al., 2008).

Desta forma, a avaliagdo de métodos extrativos e otimizacdo de parametros do seu
processo, visa melhorar a eficiéncia da extracdo dos principios ativos contidos em plantas
medicinais (Meyer, 2008). O processo de otimizacdo envolve a analise da extracdo sob
condicGes diversas, tais como: comparacdo entre métodos, temperatura de extracdo e emprego
de diferentes liquidos extratores ou agitacdo a fim de aumentar a solubilidade de compostos
presentes na matriz vegetal (Longhini et al., 2007).

Portanto, o presente trabalho teve por objetivo contribuir para o desenvolvimento
tecnoldgico de solugdes extrativas, a partir de folhas de B. forficata L., visando otimizar o teor
de flavonoides totais e canferitrina, selecionados como marcadores farmacoldgicos, através da
avaliacdo dos seguintes processos extrativos: maceracao, percolacdo, extracdo com agitacéo,
extracdo com aquecimento e extracdo com agitacdo e aguecimento. Assim como, apds selecao
do método extrativo mais eficiente foram analisados os seguintes parametros para otimizacao
da técnica: teor de massa de planta/massa do solvente, teor alcodlico da solugdo extrativa e

velocidade de agitacéo.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As folhas de B. forficata L. foram obtidas em Telémaco Borba — PR e coletado em
abril/2010 na Fazenda Monte Alegre e gentilmente cedido pelo fornecedor Klabin do Parana
Produtos Florestais Ltda, sendo a identificagdo botanica e depdsito de exsicata realizado no

Herbéario da Universidade Estadual do Maringa, sob registro n°® 150 e confirmada no Jardim
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Botanico do Rio de Janeiro — RJ, Brasil, pela especialista em identificagdo de espécies do
género Bauhinia, Angela Vaz.

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa industrial, a uma temperatura de
40°C, durante 52 h, e posteriormente, pulverizadas em Moinho de Marca D’ Andrea Martel. A
caracterizagdo do poO vegetal foi realizada segundo os parametros: analise granulométrica,
perda por dessecacdo, teor de cinzas e teor de extrativos, analises estas importantes para

padronizacdo da matéria-prima vegetal (Marques et al., 2011a).
Reagentes e vidrarias

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: acido fosforico, acetonitrila
grau cromatografico e etanol (Dinamica®). Cloreto de aluminio (AICI5) (Vetec®), etanol 70%,
Agua destilada e ultrapurificada (Millipore-Q-Gard®1, USA). . Como padréo de flavondide,
utilizou-se canferitrina, que foi gentilmente cedida pela Profé. Drd. Maique Weber Biavatti
(Universidade Federal de Santa Catarina — Florianopolis / SC). Utilizaram-se vidrarias

volumétricas calibradas com certificado de calibracao por lote do fabricante Satelit®.

Equipamentos

Os equipamentos utilizados no estudo foram balanca analitica Bioprecisa®, modelo
FA2104N, banho maria digital com sistema de aquecimento Nova Etica®, agitador mecanico
Marconi® modelo MA259, espectrofotdmetro UV-Vis mini- 1240 Shimadzu®, reator de aco
inoxidavel de 5L marca Luferco®, percolador de bancada de aco inoxidéavel de 1L. As anélises
por CLAE foi realizada em cromatégrafo a liquido Shimadzu® (UFLC, Japdo) controlado
pelo Software LC Solution 1.0 e constituido por bomba LC-20 AT, desgaseificador DGU —
20A:s, injetor automatico Sil- 20A e detector de arranjo de diodos (DAD) SPD — M20A.

Métodos extrativos

As amostras foram preparadas a partir de 167,0 g do material vegetal e 1000 mL de
solugdo hidroalcoolica 70%. As solugbes extrativas foram obtidas pelos métodos de
maceracao (método 1), percolagdo (método I1), extracdo com agitagdo (método I11), extracdo

com aquecimento (método IV) e extracdo com agitacdo e aquecimento (método V). Os
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extratos obtidos foram resfriados a temperatura ambiente (25°C) e filtrados em algoddo. As
amostras foram preparadas em triplicata.

Nos processos extrativos de percolacdo e maceracao, a droga vegetal ficou em
contato com o solvente por 7 dias em equipamento correspondente (Silva, R.M.F, 2010). Na
extracdo com aquecimento utilizou-se a temperatura em 50°C, j& na extracdo com agitacao a
temperatura ambiente foi utilizada uma rotagdo de 200 rpm e na extragdo por aquecimento e
agitacdo utilizaram-se estas mesmas condi¢cdes de temperatura e agitacdo, sendo o tempo de

extracdo 1 hora para os trés métodos.
Otimizacdo do método extrativo

Avaliacdo do teor massa de planta (mp)/ massa do solvente (ms) , do teor alcodlico e da

velocidade de agitacao

Apds selecdo do melhor método extrativo, foram avaliados 0s seguintes parametros:
teor de mp/ ms nas proporcdes 1:5 (m/v) e 1:10 (m/v), concentracdo de etanol na solucéo
extrativa ( 0, 30, 50 e 70%) e velocidade de agitacdo (150, 200, 300 rpm), para avaliar a
influéncia das condicbes de extracdo nos Teor de Flavonoides Totais (TFT) e Canferitrina
(CNF).

Avaliacao dos interferentes lipofilicos

O efeito dos interferentes lipofilicos no TFT das solucBes extrativas foi avaliada em
funcdo do teor alcodlico do liquido extrator, comparando-se os teores das preparacdes a 50 e
70% (v/v) etanol:agua (Petry et al., 1998). A metodologia de extracdo foi a mesma descrita
para a obtencdo da solucao extrativa

O pré-tratamento das amostras, visando a retencdo de interferentes lipofilicos, foi feito
por extracdo em fase sélida Strat Phenomenex® (C18E 80 mg/mL) e ativada com 3 mL da
solugdo hidroetandlica de respectiva concentracdo. Para cada extrato foram utilizados
aliquotas de 2,8 mL e colocadas na coluna C18E 80 mg/mL com eluicdo de 3mL da solugdo
hidroetanolica para a obtencdo da fracdo A e posteriormente a adicdo no mesmo cartucho de 3
mL de éter de petrdleo para a obtencgéo da fragdo B (Muller, 2006; Martins et al., 2008).

As amostras foram diluidas nas concentracdes de leitura previamente definidas e
analisadas por espectrofotometria de acordo com a metodologia de TFT. O mesmo

procedimento foi repetido para a obtencdo de ambas as fragdes, sem a adi¢do de AICl3, para a



45

obtenc&o das solucbes de compensacdo. Os espectros de absor¢do da fragédo A e B, na faixa de
200 a 500 nm, foram obtidos 30 min apos a adigdo de AICIs.

Caracterizacao das soluces extrativas de B. forficata

Determinagéo do pH

O pH da solucdo extrativa foi determinado em potenciometro (Micronal B474)
calibrado com solugdes tampéo de pH 7,0 e 4,0. O resultado foi calculado pela média de trés
determinacgOes (Farmacopeia Brasileira, 2010).

Determinacéo da densidade

A solucdo extrativa foi adicionada em picnémetro de 25 mL pesado antes e ap0os 0
enchimento. As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram obtidos pelo
quociente da massa da solucdo extrativa pelo volume ocupado no picnémetro (Farmacopéia
Brasileira, 2010).

Estabilidade da solucdo extrativa

As solugbes extrativas foram armazenadas em local protegido da luz na temperatura

ambiente e avaliada quanto ao TFT a cada 24 horas por 5 dias.
Avaliacdo do Residuo Seco (RS)

Amostras de 20 g da solucdo extrativa foram colocadas em pesa-filtros previamente
tarados. ApOs evaporacdo em banho-maria, sob agitacdo ocasional, os pesa-filtros foram
colocados em estufa a 105°C por 2 horas, resfriados em dessecador e, entdo, pesados
(Farmacopeia Brasileira, 2011). Este procedimento foi repetido até obtencdo de peso

constante. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Avaliacdo do TFT

A determinacdo do TFT foi realizada pelo método espectrofotométrico Vis, de acordo

com a metodologia desenvolvida e validada por Marques et al., 2011b. Aliquotas da solugdo
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extrativa foram transferidas para baldes volumétricos de 25 mL, onde se adicionaram 2,0 mL
de solucdo etandlica de AICI; (2,5%, m/v). Em seguida, ajustou-se o volume com a solugéo
hidroalcodlica (40%, v/v). Apdés 30 min da adicdo da solucdo de cloreto de aluminio, a
absorbancia foi medida a A = 408 nm. Utilizou-se como branco a solucdo extrativa apds
diluigdo, sem adic&o de cloreto de aluminio. O teor de flavonoides foi expresso em quercetina.
calculado segundo a equacédo 1 (De Souza et al., 2010).

TFT=A.FD/e.m Eq. (1)

Onde A é a absorvancia lida, FD é o fator de diluicdo da amostra, m é a massa da solucéo

extrativa (g), e = 22 = 500, absorcao especifica do complexo AICIs- quercetina.

Avaliacao do teor de Canferitrina (CNF)

Preparacéo da amostra

Uma aliquota de 3,0 mL da solugdo extrativa foi transferida para um baldo
volumétrico de 50,0 mL, a qual foi diluida com solucéo etandlica 40 % (v/v).

Obtencao da solucéo padrédo

Preparou-se uma solucdo etandlica do padrdo CNF a 50,0 pg/mL. Aliquotas desta
solucdo foram diluidas em etanol para obter as concentracBes de 3,0; 5,0; 7,0; 10,0; 13,0 e
15,0 pg/mL.

A determinacdo de CNF foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) de acordo com a metodologia desenvolvida e validada por Marques et al., 2011b.
Empregou-se uma pré-coluna Cis Restek® (10 mm x 4mm, 5 um) e uma coluna Cis Restek®
(250 mm x 4,6 mm, 5um), mantida a 40 °C. Os padrdes e as amostras foram eluidos através
de um gradiente de fase movel composta por acido fosfdrico:agua 0,02% (v/v) (pH = 2,5) (A)
e acetonitrila (B) como descrito na tabela 1. O fluxo foi de 1 mL/min e o volume de injecéo
de 20 pL. A capacidade extrativa de CNF foi calculada de acordo com a equagéo 2, resultante

da equacéo da curva padrao.

% = (A+482,81)/31140 Eq. (2)

Onde A corresponde a area do cromatograma.
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Tabela 1 - As condicbes de gradiente da fase movel composta por acido fosférico: agua
0,02% (pH =2,5) (A) e acetonitrila (B).

Tempo (min) A (%) B (%)

0 85 15
5 85 15
5.01 85 15
30 70 30
30.01 70 30
32.00 80 20
32.01 80 20
35 85 15

Analise estatistica
Para acompanhamento do experimento foram obtidos os desvios padrdo (dp) e os
coeficientes de variagdo (CV%). O teor de CNF e flavonoides totais obtidos através dos

diferentes métodos extrativos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdo dos Méetodos extrativos

Na avaliacdo de processos extrativos em materiais vegetais é de suma importancia a
utilizacdo de técnicas analiticas modernas que possibilitem resultados réapidos, confiaveis, de
baixo custo e seguros a laboratérios de pesquisa e producdo (Silva; Aragdo, 2009). No
entanto, a determinacdo classica espectrofotométrica do TFT, tem sido complementada com a
CLAE no doseamento de flavonoides em extratos vegetais, a qual tem se destacado bastante
(Rodrigues; Gongalves; Silva, 2004).

Diante dos critérios avaliados para a escolha do melhor método extrativos (maiores
teores de CNF e flavonoides totais e % RS), estdo descritos na Tabela 2 os resultados da
andlise das solucdes extrativas obtidas pelos diferentes métodos.

A determinacdo do RS, TFT e CNF demonstrou que houve diferenca estatisticamente

significativa entre todas as solucdes extrativas analisadas (Fcaicutado > Feritico)-
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Tabela 2 - Resultados do TFT e CNF e da % de RS obtidos por diferentes métodos extrativos.

Teor de CNF TFT (mg/mL) + dp Residuo seco
(Hg/mL) + dp (%) +dp
Método | 10,05 + 0,30 1,67 + 0,03 4,75+0,01
Método 11 9,39 + 0,65 1,47 + 0,01 4,08 £ 0,01
Método 111 4,47 +0,12 0,97 + 0,01 1,70+ 0,01
Método IV 4,57 +0,24 1,06+ 0,02 2,65+0,01
Método V 11,62 + 0,11 2,03 + 0,02 5,09+£0,01

Comparando-se 0os métodos de extracdo | a Ill, que ttm em comum a extracdo sem
aquecimento, com os métodos IV e V, que utiliza calor na extragdo dos metabdlitos, o método
V mostrou-se 0 mais eficiente diante dos maiores teores de CNF e flavonoides totais, o que
estd provavelmente relacionado ao somatorio de efeito das duas varidveis (agitacdo e
aquecimento). O RS apresentou aumento proporcional aos teores de CNF e TFT, se
destacando também com a maior % no método V.

Comparando-se os métodos Ill, IV e V, observa-se que as variaveis (agitacdo e
aquecimento) quando aplicadas isoladamente apresentam baixa extracdo de flavondides totais
e CNF, porém quando associadas (método V) ocorre incremento em mais de 100% na
extracdo de CNF e em mais de 85% o TFT quando comparada aos métodos Il e V.

A determinacdo do RS, TFT e CNF demonstrou que houve diferenca siginificativa
entre todas as solucdes extrativas analisadas (Fcaiculado > Feritico)-

Na analise cromatografica do marcador CNF, evidenciou-se um pico no tempo de
retencédo (tr) de 18,2 min. A Figura 2 apresenta os cromatogramas do padréo e das solugdes
extrativas pelos diferentes métodos extrativos. A curva de calibragdo da CNF mostrou-se
linear na faixa de concentracdo empregada, apresentando coeficiente de regresséo (R?) 0,9986
e equacdo da reta y = 31140x - 482.87.
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Figura 2 - Perfil cromatografico do padrdo de CNF (tr = 18,20 min) (a); Perfil cromatografico
dos flavonoides (CNF) presentes na B. forficata L. pelo método de maceracéo (b); percolagdo
(c); extracdo com agitacdo (d) Extracdo com aquecimento (e) e extracdo com agitacdo e
aquecimento (f).
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Diante dos resultados, 0 método V que utilizou temperatura e agitacdo, foi 0 que mais
extraiu flavonoides. Estes fatores influenciaram positivamente o deslocamento da constante
de equilibrio de saturacdo da solucdo extrativa, aumentando a solubilidade desses metabdlitos
secundarios. Em relacdo ao tempo de extracdo, este método com apenas 1 hora de duracdo
mostrou ser mais eficaz, rapido e viavel industrialmente que os métodos tradicionais (métodos

| e 1) na extragdo de CNF e flavonoides totais.

Otimizagao do método extrativo

Avaliacado da velocidade de agitacéo e da temperatura

Os resultados do TFT da variacdo da velocidade de agitacéo e temperatura do método

de extracdo V estdo apresentados na Tabela 3. Através de analise por ANOVA verificou-se
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que ndo houve diferenca estatistica entre as velocidades 150, 200 e 300 rpm, sendo
selecionada a velocidade 200 rpm, pois a 150 rpm, o equipamento funciona em sua
capacidade minima. N&o houve diferenca estatistica significativa na variacdo das
temperaturas analisadas (40, 50 e 60°C) optando-se pela menor temperatura, haja vista a
labilidade de ligacdes glicosidicas (Keindnen, 1993).

Na avaliacdo destes parametros, ndo foram verificadas diferencas estatisticas

significativas, por isso ndo foi avaliados por CLAE para o0 monitoramento da CNF.

Tabela 3 - Resultados do TFT sobre os parametros de velocidade de agitacdo e temperatura.

Parametro (% p/p) TFT (Média + dp)
150 1,65+ 0,02
Velocidade de agitacéo 200 1,76 £ 0,01
300 1,64 +£0,01
(°C) TFT (Média + dp)
Temperatura 40 1,86 0,01
50 1,97 +0,01
60 1,86 £0,01

Avaliacdo do teor massa de planta (mp)/ massa do solvente (ms) e do teor alcodlico

Na Tabela 4 estdo apresentados os percentuais de flavonoides totais e CNF extraidos
diante da variacdo dos parametros teor mp/ms e teor alcoolico do solvente extrator. Em ambos
os parametros foram verificadas diferengas estatisticas, sendo necesséaria a analise por CLAE
para 0 monitoramento da CNF.

Tabela 4 - Resultados da variacdo do TFT e teor de CNF sobre os pardmetros teor de mp/ms
e teor alcoodlico do liquido extrator.

Parametro (% p/p) TFT (Média+dp) CNF (Média + dp)
01:05 1,85+ 0,02 11,62 + 0,08
Teor de mp/MS 01:10 0,97 £ 0,01 4,91 + 0,05
(°GL)
30 1,44 £ 0,03 6,24 £ 0,23
Teor alcodlico 50 1,87 £ 0,01 13,14+ 0,43
70 2,03 +0,05 11,62 +0,11

Na avaliacdo da proporcao mp/ms verificou-se que assim como a CNF a quantidade de

flavonoides extraidos, aumenta com a aumento da relacdo mp/ms, indicando que ndo houve



51

saturacdo do solvente na propor¢do mp/ms 01:05 (Figura 3). Esta proporcdo de mp/ms
resultou em uma tintura 1:2. A obtengdo de extrato fluido ndo foi possivel devido a

molhabilidade incompleta do p6 de folhas ao aumentarmos a propor¢ao mp/ms.

Figura 3 - Perfil cromatografico do padrdo CNF (a), da propor¢cdo mp/ms 01:05 (b) e da
propor¢do mp/ms 01:10 (c).
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A resposta em relacdo a extracdo de CNF e flavonoides totais ndo foram semelhantes
ao variar a proporgdo de etanol no liquido extrator, houve aumento do TFT com 0 aumento da
graduacdo alcodlica, enquanto que houve reducdo do teor de CNF quando o teor alcodlico foi
70%.

A extracdo de principios ativos a partir de insumos vegetais ocorre atraves da
solubilizacdo destes no liquido extrator, neste processo a constante dielétrica tem fundamental
importancia (Medeiros; Kanis, 2010). Quando analisamos a variacdo do teor alcoolico na
extracdo da CNF, observamos que utilizando etanol 50% como liquido extrator houve
incremento na extracdo de CNF em 110,57% quando comparado ao etanol 30%, ja na
utilizacdo de etanol 70% houve reducédo de 11,57% na extracdo de CNF quando comparado ao
solvente extrator etanol 50%

A utilizacdo da solucdo hidroetanolica a 50% foi 0 que apresentou maior eficiéncia
extrativa para CNF, uma vez que esta concentracdo de etanol proporcionou reducdo da
constante dielétrica e consequente incremento na solubilidade das substancias semi-polares
como os flavonoides (Medeiros; Kanis, 2010; Silva; Aragao, 2009). O baixo teor de CNF com
a solucéo hidroetandlica a 30% pode ter ocorrido devido a hidrolise quimica na presenca de
agua, para isso a adicdo de solventes ndo aquosos de baixa toxicidade torna-se necessario para

reducdo da degradagéo de compostos flavonoidicos (Keindnen, 1993).
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Os cromatogramas dos extratos obtidos a partir da B. forficata L. (Figura 4) utilizando
diferentes proporc¢des de alcool demonstraram perfil quimico semelhante.

Figura 4 - Perfil cromatografico do padrdo CNF (a), do teor alcodlico de 30° GL (b), de 50°
GL (c) e de 70° GL (d).
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Avaliacdo de Interferentes lipofilicos

Petry et al. (1998) observou aumento da interferéncia lipofilica em funcdo do aumento
do teor alcodlico do solvente extrator em folhas de Passiflora alata. Foram analisadas
solugdes extrativas com 20, 40 e 80% de etanol, as solugdes preparadas com etanol a 20 e
40% ndo foram estatisticamente diferentes em relacdo ao TFT apds tratamento em coluna de
extracdo em fase solida.

Diante dos autores que avaliaram a presenca de interferentes lipofilicos em extratos
vegetais, Petry et al. em folhas de Passiflora alata. observou um aumento da interferéncia
lipofilica em funcdo do aumento do teor alcodlico do solvente extrator, alterando o TFT apds
tratamento em coluna de extracio em fase sélida®.

Ao analisarmos as solugdes extrativas de B. forficata L. com 50 e 70% de etanol, néo

observamos evidéncias de interferentes lipofilicos no TFT com aumento do teor alcoolico
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(Figura 5 e 6). Porém, a auséncia de tal interferéncia ndo foi suficiente para explicar a falta de
linearidade obtida entre a quantificacdo de flavonoides totais por espectrometria UV-Vis e a
quantificacdo de CNF por CLAE frente a diferentes teores alcodlicos do solvente extrator,

pois foi verificado que o TFT aumenta, mas ndo aumenta o teor de CNF.

Figura 5 - Espectro de absorcao da fracdo hidroalcoolica 70% (a) e 50% (b) obtida por EFS
de uma solucéo extrativa diluida de B. forficata L.
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Figura 6 - Espectro de absorcéo da fragdo de éter de petroleo obtida por EFS de uma solugéo
extrativa diluida hidroélcoolica 70% (a) e 50% (b) de B. forficata. L.
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Caracterizacao da solugéo extrativa

Os resultados da caracterizacdo da solucdo extrativa obtido pelo método V nas
condicBes otimizadas (50 °C, 200 rpm, 1:5 (mp/ms) e solucdo hidroetanolica 50%) estéo
apresentados na Tabela 5.

A determinagdo do pH foi importante para avaliar interferéncias na qualidade do

extrato, pois o pH fornece indicativos gerais sobre a natureza quimica dos compostos
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presentes na solugdo extrativa, no entanto, mudancas nestes valores podem acarretar em
alteracdes na estabilidade de compostos flavonoidicos.

O valor de pH verificado na solugdo extrativa analisada foi 6,13, proximo a
neutralidade, o que é bastante importante para a estabilidade dos compostos nos diferentes
processos futuramente empregados.

A determinagdo da densidade € Gtil na monitorizagdo da massa do extrato através do
volume final da solucéo extrativa, geralmente antes de se iniciar um processo de secagem para
obtencéo de extrato seco.

A densidade da amostra analisada foi 1,014, valor préximo ao da agua, a qual esta

presente nos extratos hidroetanolicos.

Tabela 5 - Resultados da caracterizacdo da solucdo extrativa obtida pelo método nas condicdes
otimizadas.

Parametro analisado Média + dp
pH 6,13 + 0,02

Densidade relativa (g/mL) 1,014 £ 0,003
RS (%) 4,75 £ 0,02

O residuo seco € um parametro importante na selecdo de solucgdes extrativas, haja vista
gue no processo de secagem, o0 baixo teor de sélidos gera porosidade na particula resultando
em pos com baixa densidade e inadequados na formulacdo de formas farmacéuticas solidas
(Oliveira; Petrovick, 2010). Esses resultados indicam que o solvente constituido por 50% de
etanol, foi capaz de extrair maiores teores de metabdlitos da planta nas condicdes

estabelecidas.

Estabilidade da solugéo extrativa

A solucdo extrativa apresentou TFT constante ao longo dos 5 dias de estudo, conforme
demonstrado na Tabela 6. N&do houve alteragBes significantes nas caracteristicas
organolépticas da solucdo extrativa, apenas leve precipitagdo que segundo a Farmacopeia
Brasileira (2010) é aceitavel desde que a composicdo do extrato ndo sofra modificagdes

significativas.
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Tabela 6. Estabilidade da solucdo extrativa durante dias.

Tempo (dia) TFT (mg/mL +dp)
1 1,46 = 0,01
2 1,47 £ 0,01
3 1,46 £ 0,01
4 1,45+ 0,01
5 1,45+ 0,01

CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a metodologia de extracdo influencia diretamente
o teor de CNF e o TFT em folhas de B. forficata L. Os parametros TFT, teor de CNF e RS
foram criticos na selegdo do método extrativo mais eficiente. A extracdo com agitacdo a 200
rpm e aquecimento a 40°C por 1 hora obteve maior eficiéncia de extragdo em menor tempo.

Na otimizacdo do processo de extracdo as variaveis tempo de agitacdo e temperatura
ndo apresentaram diferencas significativas (P> 0,05), enquanto que as variaveis teor alcoodlico
e relagdo mp/ms diferiram significativamente. Os resultados sdo considerados Uteis para um
desenvolvimento em larga escala para extracdo de flavonoides a partir de folhas de B.
forficata L., visto que o método de obtencdo do extrato € rapido, conveniente e viavel

industrialmente.
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5. Capitulo 111

5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO SECO
POR LIOFILIZACAO E PRODUTO SECO POR ASPERSAO DE Bauhinia forficata
Link.

5.1.1 Artigo Il — Obtencéo e caracterizacdo fisico-quimica do extrato seco por liofilizacdo e
produto seco por aspersao de Bauhinia forficata Link.

Artigo a ser submetido na Powder Technology
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Monize Santos Peixoto', Magaly Andreza Marques de Lyra', Matheus Alves Angelos’,
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RESUMO

Bauhinia forficata Link (pata-de-vaca) consiste em um vegetal com efeitos antidiabético e
potencial antioxidante, devido principalmente a presenca de compostos flavonoidicos, em
destaque a canferitrina. Extratos vegetais secos tém sido utilizados na obtencdo de diferentes
formas farmacéuticas. O objetivo deste artigo foi avaliar dois métodos de secagem, a
liofilizacdo e a secagem por aspersdo, sobre as propriedades fisico-quimicas dos extratos
secos de folhas de B. forficata Link por técnicas termogravimétricas, espectroscépicas,
cromatograficas, dentre outras. O adjuvante de secagem utilizado na secagem por aspersdo foi
diéxido de silicio coloidal na concentracdo de 20% (p/p). Nao foi observada influéncia nas
caracteristicas dos constituintes do extrato apos secagem por aspersao, em relacdo ao extrato
fluido através das técnicas utilizadas. O extrato seco liofilizado apresentou elevada
higroscopicidade. O conhecimento prévio das caracteristicas fisico-quimicas dos extratos
secos € importante para o desenvolvimento e controle de fitoterapicos, 0s quais sdo essenciais
para garantir qualidade do medicamento.

Unitermos: Bauhinia forficata, métodos de secagem, extratos secos, caracterizacao.

ABSTRACT

Bauhinia forficata Link (cow’s foot) consists of a plant with potential antioxidant and
antidiabetic effects, mainly due to the presence of flavonoid compounds, highlighted
kaemferitrin. Dryed plant extracts have been used to obtain different dosage forms. The aim
of this study was to evaluate two methods of drying, freeze drying and spray drying on the
physicochemical properties of dry extracts of leaves of B. forficata Link by
thermogravimetric, spectroscopy, chromatographic techniques, despite others. The adjuvant
used for the spray drying process was colloidal silicon dioxide at a concentration of 20%
(w/w). There was no influence on the characteristics of the constituents of the extract after
spray drying in relation to the fluid extract with the techniques used. The lyophilized dried
extract showed high hygroscopicity. Prior knowledge of the physico-chemical properties of
dry extracts is important for the development and control of herbal medicines, which are
essential to ensure quality of the product.

Keywords: Bauhinia forficata, drying methods, dried extracts, characterization.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais sao importantes fontes de medicamentos atualmente disponiveis
no mercado com diversas propriedades terapéuticas, entre elas, cerca de 1200 espécies no
mundo apresentam potencial antidiabético, em sua maioria pertencente as familias Fabaceae,
Asteraceae e Lamiaceae (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012).

Bauhinia  forficata  Link (conhecida como pata-de-vaca devido ao
aspecto caracteristico bilobado das folhas), pertencente ao género Bauhinia e familia
Fabaceae (ANDRADE et al., 2011, VOLPATO et al., 2008), consiste em uma espécie com
efeitos antidiabético e potencial antioxidante, comprovados através de diversos estudos
realizados in vitro e in vivo (DA CUNHA et al., 2010; VOLPATO et al., 2008; MENEZES et
al., 2007). Estas atividades sdo atribuidas principalmente a presenca de compostos
flavonoidicos, em destaque a canferitrina (canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo) (TZENG
etal., 2009; JORGE et al., 2004).

Extratos vegetais secos tém sido utilizados como produtos finais e intermediarios na
obtencdo de diferentes formas farmacéuticas, com o intuito de se obter maior concentracao e
homogeneidade de constituintes quimicos, estabilidade fisico-quimica e microbioldgica,
maior facilidade de padronizacdo e melhores caracteristicas tecnoldgicas (SILVA, 2006;
VASCONCELDOS et al., 2005).

Na obtencdo de extratos secos, a escolha do processo de secagem é motivada pela
potencialidade dos diferentes equipamentos secadores. Dentre as tecnologias utilizadas, tem-
se a liofilizacdo, aplicados a secagem de varios produtos naturais como frutas e vegetais
(VANAMALA et al., 2005), e a secagem por aspersdo, uma das técnicas de secagem mais
difundidas na industria de fitoterapicos, devido a sua estabilidade e possibilidade de controle
das caracteristicas do produto final (MOREIRA, 2009).

No entanto, os extratos secos geralmente sdo higroscopicos e tem baixas propriedades
reoldgicas, de compressibilidade e compactabilidade. Por estas razdes, faz-se necessario 0 uso
de adjuvantes de secagem, em particular, o didxido de silicio coloidal que, por sua vez,
alteram as caracteristicas tecnoldgicas do produto e melhoram os redimentos de extratos secos
(GALLO etal., 2011; TUYEN, 2010).

A producdo industrial de extratos secos estaveis e com boas propriedades de fluxo é
um grande desafio para a industria de fitomedicamentos, por isso, num método de secagem
devem-se evitar alteragdes indesejaveis e manter a qualidade do produto seco, sendo

necessario avaliar o efeito dos pardmetros operacionais nas propriedades fisicas dos pés, para
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ajudar a identificar as condi¢BGes 6timas de secagem e seu efeito sobre caracteristicas das
particulas (LEON-MARTINEZ; MENDEZ-LAGUNAS; RODRIGUEZ-RAMIREZ, 2011).

A compreensdo das propriedades dos pos é essencial na otimizagdo do processo em
termos de funcionalidade e custo. Sabe-se que as propriedades quimicas e fisicas
de produtos, tais como solubilidade, porosidade, distribuicdo e tamanho das particulas,
densidade dos pos e presenca de umidade, podem ser influenciadas por diferentes técnicas de
secagem (LI1U, 2011).

Diversas ferramentas analiticas sdo utilizadas para caracterizar esses tipos de insumos
farmacéuticos ativos, as quais sdo importantes no conhecimento prévio das caracteristicas
fisico-quimicas dos pds, possibilitando o controle adequado dos processos de producdo,
essencial para garantir qualidade do medicamento, assegurando sua eficiéncia e seguranca
(NERY et al., 2008; SOARES-SOBRINHO et al., 2009).

Devido a importancia dos produtos secos de origem vegetal na producdo de
medicamentos fitoterdpicos, esse estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de dois
métodos de secagem, a liofilizacdo e a secagem por aspersdo, sobre as propriedades fisico-
quimicas do extrato de folhas de Bauhinia forficata Link. As ferramentas analiticas analisadas
foram: espectrofotometria UV/Vis, cromatografia liquida de alta eficiéncia, analise térmica,
microscopia eletrénica de varredura, tamanho de particula, superficie especifica, difracdo de
raios-X, espectroscopia no infravermelho, caracteristicas reoldgicas, teor de umidade e

higroscopicidade.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas de B. forficata L. foram coletadas em abril de 2010, na Fazenda Monte
Alegre em Telémaco Borba — PR e gentilmente cedidas pela Klabin do Parana Produtos
Florestais Ltda®. A identificacio botanica e depésito de exsicata foram realizados no Herbério
da Universidade Estadual do Maringé, sob registro n°150 e confirmada no Jardim Botanico do
Rio de Janeiro, pela especialista em identificacdo de espécies do género Bauhinia, Angela
Vaz. As folhas foram secas em estufa industrial, a uma temperatura de 40°C, durante 52 h e,

posteriormente, pulverizadas em moinho de facas D’ Andrea Martel®.
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Obtencéao da solucgéo extrativa

A solucdo extrativa (SE) foi obtida através do método de extracdo otimizado com
aguecimento a 40°C em banho-maria digital Nova Etica® e agitacdo a 200 rpm por 1 h,
utilizando agitador mecéanico Marconi® modelo MA259. As amostras foram preparadas a
partir de 167 g do material vegetal e 1000 mL de solucédo hidroetandlica (50% v/v). O extrato

foi resfriado a temperatura ambiente (25°C) e filtrado em algodao.

Caracterizacao da solugéo extrativa
Determinacéo do pH, densidade e avaliacéo do residuo seco

O pH da solugdo extrativa foi determinado em potenciometro (Micronal® B474)
calibrado com solugdes tampédo de pH 7,0 e 4,0. A densidade realizada com o auxilio de um
picndmetro e o residuo seco (RS) calculado com auxilio de pesa-filtro. Os resultados foram
calculados pela média de trés determinacfes e todos os procedimentos realizados segundo a

Farmacopéia Brasileira 52 edicéo.
Método analitico

Espectrofotometria Ultravioleta (UV)

A determinacdo do teor de flavonoides totais (TFT) foi realizada pelo método
espectrofotométrico UV, de acordo com a metodologia desenvolvida e validada por
MARQUES et al, em 2011.

As solucdes das amostras do produto seco por aspersdo de Bauhinia forficata 20%,
30% (PSA) e extrato seco liofilizado (ESL) foram obtidas a partir de dilui¢bes das solugdes-
mde de concentracGes baseando-se no residuo seco de 4,77; 5,77 e 6,20% respectivamente.
Aliquotas das solucdes extrativas e das solucGes do PSA e ESL foram transferidas para baldes
volumetricos de 25 mL, onde se adicionaram 2,0 mL de solucdo etandlica de AICI; (2,5%
m/v). Ajustou-se o volume, em seguida, com a solugdo hidroalcodlica (40% v/v). Apos 30
min da adicdo da solucdo de cloreto de aluminio, a absorbancia foi medida em comprimento
de onda 408 nm. Foram utilizadas como branco as respectivas solucdes extrativas, apos
diluicdo, sem adigdo de cloreto de aluminio. O teor de flavondides foi expresso em quercetina

e calculado segundo a equagdo 1(SOUZA et al., 2010).
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TFT=A.FD/e.m Eq. (1)
Onde A ¢é a absorbéncia lida, FD é o fator de diluicdo da amostra, m é a massa da solugdo

extrativa (g), e = EL*® =500, absorcdo especifica do complexo AICls- quercetina.

lcm

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A curva-padréo foi preparada a partir de solucdo etanolica de canferitrina a 50 pg/mL.
O preparo e o doseamento de todas as solucgdes extrativas na analise por CLAE procederam as
mesmas condigdes descritas anteriormente. Todas foram previamente filtradas em membrana
(Milipore®) com didmetro nominal de poro de 0,45 pm e injetadas no cromatografo, em
triplicata.

O perfil cromatografico dos extratos foi obtido utilizando o método validado por
Marques (2011) em cromatdgrafo a liquido Shimadzu® controlado pelo Software LC Solution
1.0 e constituido por bomba LC-20 AT, desgaseificador DGU — 20As, injetor automatico Sil-
20A e detector de arranjo de diodos (DAD) SPD — M20A. Empregou-se coluna Cys Restek®
(250 mm x 4,6 mm, 5um), mantida a 40°C e protegida por uma pré-coluna Cyg Restek® (10
mm x 4mm, 5 pm). Os padrBes e as amostras foram eluidos atraves de um gradiente de fase
movel composta por acido fosforico: agua 0,02% v/v (pH = 2,5) (A) e acetonitrila (B) como
descrito na Tabela 1. O fluxo foi de 1 mL/min e o volume de injecdo de 20 uL. O flavonoide
canferitrina, cedido pela Prof. Dr2. Maique Weber Biavatti (Universidade Federal de Santa

Catarina — Florianépolis / SC), foi utilizado como padrao.

Tabela 1 - CondicGes de gradiente da fase movel composta por acido fosforico: agua 0,02%
(pH =2,5) (A) e acetonitrila (B).

Tempo (min) A (%) B (%)

0 85 15
5 85 15
5.01 85 15
30 70 30
30.01 70 30
32.00 80 20
32.01 80 20

35 85 15
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Para acompanhamento dos experimentos, foram obtidos os desvios padrdo (dp) e os
coeficientes de variagdo percentual. Os dados foram submetidos & andlise de variancia
(ANOVA) para avaliacdo do TFT e CNF (canferitrina) nas solugdes extrativas antes e apds o

processo de secagem.
Obtencéao do extrato seco
Liofilizacéo

As solugdes extrativas obtidas foram submetidas a desalcoolizagdo em evaporador
rotativo Fisatom®, em temperatura ndo superior a 50°C. Em seguida, os extratos foram
submetidos a liofilizagdo, utilizando um equipamento Liotop® L101, a uma presséo negativa

de 29 x 10 mmHg e temperatura de -60 °C. O tempo de secagem foi 100 horas.

Secagem por aspersdo

Na secagem por aspersao da solucao extrativa, foi utilizado um mini spray dryer Lab-
Plant® SD-05. A solugdo extrativa, adicionaram-se 20 e 30% de diéxido de silicio coloidal
(Aerosil® 200) em relacdo ao residuo seco. As condicBes operacionais empregadas nesse
trabalho foram: temperatura de entrada 170°C, pressdo do ar 0,9 bar e vazédo de alimentagéo
do extrato 8 mL/minuto.

O rendimento do processo foi calculado através da divisdo do p6 coletado pela
quantidade inicial de solidos presentes na solucdo extrativa adicionada de didxido de silicio
coloidal

Caracterizacdo dos extratos secos
Espectroscopia no Infravermelho

As amostras foram analisadas utilizando espectrdmetro FT-IR PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de selénio.
Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando uma média de 10 varreduras e

resolucdo de 4 cm™ em comprimento de onda na faixa de 400 a 4000 cm™.
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Comportamento Reoldgico

Angulo de repouso

O angulo de repouso foi avaliado através da passagem de uma quantidade padronizada
de p6 (30 g) em funil de altura fixa (10 cm), com didmetros superior e inferior de 8,3 e 0,7
cm, respectivamente, em superficie plana coberta com papel milimetrado. O angulo de
repouso (o) € determinado pela equagdo: tg o = H/R (equagdo 2), onde H ¢ a alturae R ¢ o
raio do cone. O tempo de escoamento é medido em segundos (VIANA, 2006; RATES;
OLIVEIRA, 2007).

Determinagdo da Densidade Aparente e de Compactagao (Fator de Hausner, indice de Carr,
Indice de Densificacéo)

Na determinacdo da densidade aparente (pa) dos extratos secos, utilizou-se uma
amostra de 20 g e transferidos para uma proveta graduada de 50 mL para medida do volume
ocupado pelo p6. A densidade compactada (pc) foi determinada em equipamento Tap density
Varian®. O p6 contido na proveta foi submetido a 10 e 500 quedas. A partir dos valores de
densidade, foram calculados o fator de Hausner (FH), indice de Compressibilidade (IC) e
indice de densificacdo (ID), segundo as equacdes 3, 4 e 5, respectivamente (SCHUSSELE;
BAUER-BRANDL, 2003).

FH=pa (4) IC = pc - pa x100 (4) ID=V10-Vse0 (5)
pC pC
onde: V1o = volume do p6 apds 10 quedas; Voo = volume do p6 apo6s 500 quedas.

Determinacéo da umidade

Amostras de 0,5 g das amostras foram colocadas em pesa-filtros previamente tarados.
Os pesa-filtros foram colocados em estufa a 105°C por 2 horas, resfriados em dessecador e,
entdo, pesados. Este procedimento foi repetido até obtencdo de peso constante
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Ensaio de Higroscopicidade

Para determinar a estabilidade dos extratos secos em relacdo a umidade, as amostras
foram acondicionadas em pesa-filtros e, em seguida, colocadas em dessecador. As condicdes
de umidade relativa foram 69 e 88%, com solugdes apropriadas de NaCl e BaCly,
respectivamente, em temperatura ambiente (CHU e CHOW, 2000).

A umidade relativa foi confirmada através de um termohigréometro digital J.Prolab®
modelo SH 122. As amostras foram analisadas, em triplicata, através da perda por dessecacao,
nos tempos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das superficies das particulas das amostras foram analisadas utilizando
um microscépio eletrénico de varredura ambiental FEI, Quanta® 200 FEG. As amostras foram

dispostas em fitas de carbono sem metalizacéo.
Andlise de superficie especifica e tamanho de poros

A determinacdo da superficie especifica e a isoterma de adsorcdo foram obtidas pelo
método Brunauer-Emmet-Teller (BET), que utiliza o principio da adsor¢do de um gas na
superficie de um solido, que neste estudo utilizou-se o gas nitrogénio (BRUNAUER, 1938;
SILVA, 2010).

Para a realizacdo deste ensaio, utilizou-se um analisador de area superficial e tamanho de
poros —ASAP 2420 Micromeritcs®, munido de software préprio para determinar a superficie
especifica (Sger) € porosidade (tamanho de poros e volume de poros e microporos). A
distribuicdo do tamanho de poros do PSA e ESL foram analisadas pelo método Barret-Joyner-
Halenda (BJH). As amostras foram degaseificadas a 50°C para remover qualquer material

adsorvido no interior dos poros e na superficie do material (BARRET, 1951).
Analise granulométrica a laser

A distribuicdo e o tamanho de particulas das amostras foram determinados em

analisador de tamanho de particulas a laser Microtac® $S3500. As amostras foram previamente
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dispersas em hexano e mantidas sob agitacdo no banho ultrassénico Unique® mod. USC-
1400% (SILVA, 2010).

Analise Térmica

As curvas termogravimétricas das amostras foram obtidas em triplicata por meio de
termobalanca, modelo DTG- 60H acoplado ao aparato DTA-TG, sob atmosfera de nitrogénio,
fluxo de 50 mL.min™, razéo de aquecimento 10°C.min™*. As massas das amostras foram cerca
de 5 mg, acondicionadas em cadinho de alumina. Verificou-se a calibragdo do instrumento

empregando-se uma amostra de oxalato de clcio.
Difracédo de raios- X

Os resultados de difracdo de Raios-X de p6 foram obtidos utilizando difratdmetro
Siemens® (X- Ray Diffractometer, D-5000) equipado com &nodo de cobre. As amostras foram
preparadas em suportes de vidro com fina camada de material dos p6s sem solventes e
analisadas no intervalo de 1,5<20<90°, velocidade de digitalizagdo 26/s ¢ tamanho da fenda
0,02°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo da solucao extrativa

A determinagdo do pH foi importante para avaliar interferéncias na qualidade do
extrato, pois o pH fornece indicativos gerais sobre a natureza quimica dos compostos
presentes na solucdo extrativa. No entanto, mudancas nestes valores podem acarretar em
alteracbes na estabilidade de compostos flavonoidicos. O valor de pH da solugdo extrativa

analisada foi 6,13, a densidade da amostra analisada foi 1,014 e o residuo seco 5,09%

Avaliacdo do teor de flavondides totais (TFT) e de canferitrina

Os flavonoides sdo os principais compostos presentes na B. forficata Link que
apresentam diversas atividades farmacologicas, em destaque o flavonoide CNF. Na Tabela 2,
encontra-se descritos os TFT e CNF da solucéo extrativa (SE), PSA e ESL.
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Observa-se que os TFT dos ESL foram ligeiramente inferiores aos PSA. Esse menor
teor no ESL pode ser atribuido a interferéncia do processo, o qual utiliza temperatura para a
retirada do solvente ndo aquoso antes de submeter ao processo de liofilizacao.

No entanto, a analise estatistica mostrou que os métodos de secagem ndo tiveram
efeito significativo sobre os teores flavonoides nas amostras secas, podendo-se inferir que as

fracOes flavonoidicas foram relativamente estaveis durante o processo de secagem

Tabela 2 - Andlise de TFT e CNF nos extratos fluidos, PSA e ESL.

TFT Teor de CNF

(mg/mL) + dp (hg/mL) + dp
SE 1,67 +0,01 6,61 + 0,03
PSA 20% 1,64 + 0,02 8,13+ 0,02
PSA 30% 1,66 + 0,02 7,75+ 0,01
ESL 1,59 + 0,01 6,21+ 0,01

Conforme o cromatograma apresentado na Figura 1, observa-se que a SE e 0s extratos
secos apresentaram perfis quimicos semelhantes, sugerindo que o procedimento de secagem
ndo tenha interferido na integridade de seus constituintes, entre eles a CNF.

Os tempos de retencdo (tr) na analise de CLAE dos extratos, foram proximos de 18,64

+ 0,05 min conforme o tr reportado para a canferitrina.

Figura 1 - Perfil cromatografico do padrdo CNF (a), SE (b), PSA (c) e ESL (d).
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Espectroscopia no Infravermelho (1V)

A espectroscopia de 1V, durante as duas ultimas décadas, tem sido uma ferramenta de
pesquisa bastante usada na area farmacéutica. Embora haja uma abundancia das publicacdes
recentes que tratem das aplicacGes desta técnica, 0 nimero de estudos quantitativos € ainda
limitado na area de produtos naturais (AALTONEN et al., 2008).

A Figura 2 apresenta os espectros obtidos da droga vegetal (DV), PSA e ESL, onde se
evidencia fortes bandas de absorcdes na regido de 3500-3200 cm™, sugerindo a presenca de
hidroxilas, absorcdes na regido de 1700-1600 cm™ com bandas alongadas caracteristicos de
grupamentos de compostos carbonilas (cetonas, aldeidos, ésteres, lactonas) e uma faixa
compreendida de 1100 — 1331 cm™ caracteristicos de éteres. As atribuices das bandas
apresentadas foram realizadas por comparacdo com os resultados publicados de espectros
vibracionais e considerac@es tedricas dos compostos estudados.

Estas bandas sugerem a presenca de uma ampla classe de metabolitos secundarios
(flavondides, proantocianidinas, leucoantocianidinas, triterpenos, esteroides e outros), pois a
identificacdo de compostos organicos em matrizes complexas com diferentes composicdes
qguimicas tais como materiais de plantas, apresentam geralmente bandas caracteristicas de
grupamentos majoritarios com impressées digitais tnicas (ZIEMONS et al, 2004).

Na analise dos espectros de absor¢do no IV (Figura 2) da DV (droga vegetal), PSA e
ESL, foi evidenciada a presenca dos mesmos constituintes ap0s o processo de secagem em
comparacdo a DV, devido a semelhanca do perfil espectral. Porém, uma analise em dados da
literatura evidencia que espectros de absor¢do no IV sdo geralmente semelhantes em amostras

vegetais, tendo em vista o grande nimero de compostos presentes na matriz.

Figura 2 - Espectros de absor¢do no IV das amostras: DV, PSA e ESL.
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DV: droga vegetal, PSA: produto seco por aspersdo, ESL: extrato seco liofilizado.



71

Comportamento Reoldgico

O fluxo de po6s é uma propriedade de suma importancia ao considerarmos formas
farmacéuticas solidas, e a medida do angulo de repouso é um meétodo simples de
caracterizacdo do comportamento de pos durante o escoamento.

Na avaliacdo do fluxo dos p6s, como esperado para 0s extratos secos vegetais, as
amostras ndo apresentaram escoamento, e possivelmente apresentariam angulo de repouso
superior a 30°, ou seja, com propriedades de fluxo deficientes (CHAVES et al., 2009).

Os resultados da caracterizacdo reoldgica dos extratos secos estdo sumarizados na
Tabela 3. O PSA e o0 ESL apresentaram valores superiores a 20% no IC e 1,35 para o FH,
indicativo de materiais com caracteristicas de empacotamento mais estaveis dificultando a
capacidade de escoamento, pois IC mede de forma indireta o fluxo e empacotamento dos pés,
guanto menor, melhores serdo essas caracteristicas reoldgicas (THOMAS; POURCELOT,
1991).

Pds com IC acima de 25%, como o ESL podem ter suas propriedades fluxo
melhoradas mediante emprego de deslizantes, como a adi¢cdo de dioxido de silicio a solucéo
extrativa, pois reduz a adesividade do extrato ao equipamento e incrementa suas
caracteristicas reoldgicas através de melhora na morfologia do po6, da distribuicdo do tamanho
da particula e da fluidez (RUNHA, 2001). No entanto, o PSA apresentou propriedade de fluxo
extremamente fraca mesmo com o uso de deslizante (SCHUSSELE; BAUER-BRANDL,
2003).

O PSA apresentou baixa densidade, enquanto que o extrato liofilizado apresentou-se
trés vezes mais denso. A densidade bruta de sélidos é um dado importante na producdo de
medicamentos por fornecer previsdo do tamanho de involucros de cpsulas e de alimentadores
de maquinas, extratos secos muito pouco densos ndo Sdo muito interessantes ao

considerarmos fitoterapicos, visto que o aporte destes geralmente é muito grande.
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Tabela 3 — Resultados da caracterizacao reoldgica dos extratos secos (PSA e ESL).

Parametros ESL Especificacbes ESL Especificacbes
(USP 34) (USP 34)
pa 0,24 g/mL 0,66 g/mL
pC 0,4 g/mL 0,89 g/mL
FH 1,68 >1,6 (extremamente baixo) 1,36 1,35-1,45 ( baixa)
IC 40,5 % 26-31 (baixa) 26,3 % 26-31 (baixa)
ID 31mL *<20mL 4 mL *<20mL

pa: densidade bruta, pc: densidade compactada, FH: fator de Hausner, IC: indice de

compressibilidade, ID: indice de densificacdo.

O ID fornece informacgdes sobre o comportamento do p6 quando submetido a
movimentacdo e que valores inferiores a 20 mL sugerem que 0 pO apresenta razoavel
propriedade de fluidez (GUYOT et al., 1995).

Diante dos resultados da anélise do 1D, sugere-se que o ESL possui este indice dentro
da faixa especificada, diferente do PSA, que se mostrou inadequada para as caracteristicas
reoldgicas. Porém, os resultados de todos os parametros reoldgicos devem ser avaliados

simultaneamente para que se tenham informacg@es conclusivas.

Higroscopicidade e Umidade

A umidade é um fator que influencia a estabilidade fisico-quimica e microbiolégica
dos materiais solidos pulverulentos, além de poder afetar as caracteristicas reoldgicas do
produto que sdo esséncias no desenvolvimento de uma formulagdo farmacéutica solida
(CHAVES; COSTA; FREITAS, 2009).

O PSA apresentou umidade residual de 6,41% e o ESL 4,95%. Segundo a
Farmacopeia Brasileira (2010), o extrato seco deve apresentar, no minimo, 95% de residuo
seco, portanto deve-se avaliar com cautela as propriedades de higroscopicidade do PSA, visto
que este possui 93,59% de residuo seco.

Além da determinacdo do teor de umidade das amostras, suas propriedades
higroscopicas também foram determinadas pela sor¢do de agua em diferentes condicdes de
umidade. As curvas de sor¢do de umidade em funcdo do tempo obtidas para UR de 69 e 88%

estdo representadas na Figura 3.
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Figura 3 — Representacdo grafica das curvas de sor¢do de umidade para o PSA e o ESL de B.
forficata submetido a exposicdo em condicdes de UR de 69 e 88%.
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Considerando a influéncia da umidade dos materiais sélidos em seu comportamento
tecnoldgico e na sua estabilidade, a higroscopicidade deve ser bem avaliada, principalmente
na selecdo do processo de secagem e na manipulacdo e selecdo das condicbes de
armazenamento, em nivel de ambiente e do material de acondicionamento e embalagem
(MENDEZ, 2011).

O ESL apresentou coloragdo marrom, formacdo de aglomerados, elevada adesividade
e higroscopicidade. Ja o PSA apresentou coloragdo esverdeada, pé fino com higroscopicidade
inferior ao ESL. Apesar de reduzir a higroscopicidade, o adjuvante diéxido de silicio coloidal
no PSA ndo impediu a sorcdo de agua em UR superior a 69%.

O PSA apresentou menor sor¢do de umidade que o ESL. Quando submetido a UR de
69%, 0 PSA absorveu 13,76% de umidade e o ESL sorveu 12,46% nas primeiras 48 h. Apds
4 dias, houve estabilizacdo da sorcdo de umidade dos produtos. J& quando submetido a UR
88%, o ESL sorveu 64,3% de umidade e 0 PSA 47,66%, ao final de 14 dias de exposicao,
ilustrando uma diferenca de comportamento dos produtos quando submetidos em diferentes
condigdes de umidade.

Os valores de higroscopicidade obtidos ndo devem ser considerados absolutos, visto
que as amostras foram expostas a condi¢des abusivas (sem embalagem primaria e elavada
UR).
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A higroscopicidade das amostras néo esta diretamente relacionada ao teor de umidade,
visto que o ESL apresentou menor teor de umidade e maior higroscopicidade e o PSA o
inverso. Este fato pode ser atribuido a eficiéncia do didxido de silicio coloidal que apresenta
elevada superficie especifica e alto poder sorvente (GALLO et al.,, 2011; OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010), visto que este adjuvante foi utilizado somente no processo de secagem
por asperséo, agindo no encapsulamento da SE diminuindo sua higroscopicidade.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias das particulas dos extratos vegetais secos (PSA e ESL) estdo apresentadas
na Figura 4. Ambas as amostras apresentaram superficies enrugadas e formatos irregulares, sendo
estas duas propriedades morfologicas responsaveis pela baixa fluidez dos pos (SILVA, 2010;
GALLO etal., 2011).

Na amostra PSA (fig. 4A) observou-se que as particulas apresentaram superficies esféricas
com tendéncias aglomeragdes, formato caracteristico do processo de secagem por spray dried.

Em contraste, a amostra do ESL apresentou uma grande quantidade de aglomerados (fig.
4B) e de particulas bastante irregulares e maiores, 0 que possivelmente esta relacionado com a
elevacdo da hidratacdo na amostra, a qual favorece a aglomeracdo das particulas, corroborando

com os resultados da higroscopicidade do mesmo.

Figura 4 - Micrografias das particulas do PSA (A) e ESL (B).
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Alguns autores tém sugerido que a aglomeracdo ocorre devido a efeitos elétricos estaticos
e as forgas de van der Waals das particulas com as moléculas de 4gua. Outros estudos indicam que
0s PSA podem ter menos sitios de ligacdo de hidrogénio disponivel para as moléculas de agua na

sorgéo que os ESL, o que justifica a diferenca de morfologia dos extratos secos pelos diferentes
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métodos de secagem (HAQUE e ROOSE, 2006; LEON-MARTINEZ; MENDEZ-LAGUNAS;
RODRIGUEZ-RAMIREZ, 2011).

Andlise de area superficial e tamanho de poros

A forma das isotermas de adsorcdo e dessorcdo indicam as caracteristicas da
porosidade de um solido, visto que a ocorréncia de histerese é em funcéo do formato do poro
(TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001).

A isoterma do ESL pode ser classificada como sendo do tipo 1V, indicando que o pé
possui poros razoavelmente grandes. Devido a forma estreita e inclinada da histerese na
dessorcéo, a isoterma em estudo é classificada como do tipo H3, indicando presenca de poros
com formato de cunha, cones ou placas paralelas (PENA et al., 2008).

A isoterma do PSA ¢é classificada como tipo V, essa isoterma indica que as moléculas
do adsorvato (gas nitrogénio) apresentaram maior interacdo entre si do que com o sélido. O
PSA apresentou histerese tipo H1 indicativo da presenca de poros regulares de formato
cilindrico ou poliédrico com extremidades abertas (PENA et al., 2008).

Outro parametro bastante importante no estudo da estrutura porosa de um solido € a
superficie especifica e a distribuicdo de tamanho de poros, que estd intimamente ligada a
solubilidade do sélido. Os resultados dos parametros avaliados pelo ensaio de adsorcdo de

nitrogénio séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros avaliados pelo ensaio de adsorcdo de nitrogénio

Amostra Superficie VVolume de VVolume de Diametro médio
especifica BET poros microporos de poros (A)
(m2/g) (cm®/Kg) (cm®/Kg)
PSA 44,3017 123,5460 19,2880 111,5497
ESL 0,5652 0,4780 0,0290 33,8201

Véarios métodos foram desenvolvidos para determinar a distribuicdo de poros de
acordo com seu tamanho, dentre eles, os metodos que utilizam a adsorcao fisica de gases sdo
0s mais usados. A classificacdo de tamanho de poros € especificada de acordo com seu

didmetro, e segue recomendac¢des da IUPAC, podendo ser classificada como microporo
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(largura interna menor que 20 A); mesoporo (largura interna entre 20 A e 500 A) ou
macroporo (largura interna maior que 500 A) (NERY et al., 2008). O PSA apresentou
diametro médio do poro de 111,5497 A e o0 ESL 33,8201 A, sugerindo-se que ambos extratos
possuem poros do tipo mesoporos. No entanto, 0 PSA por apresentar maior tamanho de poro,
apresenta maior facilidade de penetracdo dos liquidos favorecendo a solubilizagdo dos

mesmaos.

Andlise granulométrica a laser

As particulas do PSA e do ESL apresentaram didametro médio de 16,83 pum na faixa
granulométrica, variando de 4,51 a 39,13 um (Figura 4) e de 25,78 um na faixa

granulométrica variando de 5,16 a 62,97 um (Figura 5), respectivamente.

Figura 4 - Distribuicdo do tamanho de particulas do PSA.
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Figura 5 - Distribuicdo do tamanho de particulas do ESL.
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Pode-se observar que o PSA apresentou menor dispersdo granulométrica do que o ESL

e menor tamanho médio de particula, propriedade esta vantajosa, visto que particulas

pequenas possuem maior solubilidade devido ao aumento da superficie especifica, ratificando

os resultados anteriores.

Analise Térmica

Na Figura 7, sdo mostradas as curvas de TG e DTG para as amostras do PSA e ESL.

Pode-se observar a presenca de trés estagios de perda de massa. O primeiro ocorre em

temperatura inferior a 100°C e esta relacionado a perda de umidade. O segundo estagio pode

ser relacionado com a decomposicdo da matéria-prima com geracdo de material carbonizado

que finalmente é queimado no terceiro estagio.

Figura 7 - Curvas TG e DTG do PSA (a) e do ESL (b).
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A curva do DTG do ESL mostra que o segundo estagio ocorre entre 134 e 142°C e o

terceiro estagio entre 187 e 275°C. Os trés estagios representam uma perda de massa de

51,5% em relacdo a amostra inicial.
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A curva do DTG do PSA mostra que o segundo estagio ocorre entre 160 e 210°C e 0
terceiro estagio entre 241 e 273°C. Os trés estagios representam uma perda de massa de
38,5% em relacdo a amostra inicial.

Diante dos resultados anteriores obtidos no ensaio gravimétrico de perda por
dessecacdo para o PSA (Am=6,41%) e ESL (Am=4,52%), foi observado que estes valores ndo
estdo em concordancia com os valores de umidade observados nas curvas de TG que foram de
3,83% para 0o PSA e 3,056% para o ESL, demonstrando que diferentes técnicas
(termogravimetria e a perda por dessecacdo) podem fornecer estimativas diferentes do

contetido de agua residual presente nas amostras analisadas.

Difragéo de raios-X

Os difratogramas do PSA e ESL estdo representados na Figura 8. Os perfis
difractométricos dos extratos secos revelam um estado completamente amorfo, uma vez que
pode ser confirmado pela presenca de picos ndo  definidos com
ruidos abundantes, sugerindo que as amostras analisadas ndo possuem caracteristicas de

cristalinidade.

Figura 8 - Resultados da analise de difracdo de raios-x do PSA (A) e ESL (B).
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A caracterizagdo fisico-quimica dos extratos secos de B. forficata forneceu dados
importantes para determinacdo de parametros de qualidade, haja vista que tais parametros
ainda ndo foram estabelecidos por compéndios oficiais e o conhecimento prévio das
caracteristicas fisico-quimicas dos extratos secos é importante para o desenvolvimento e

controle de qualidade de fitoterapicos.
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N&o foi observada influéncia nas caracteristicas dos constituintes da solucdo extrativa
apos secagem por aspersdo ou liofilizacdo através das técnicas utilizadas. Os extratos secos
obtidos apresentam propriedades tecnoldgicas deficientes, o extrato liofilizado apresentou
elevada higroscopicidade, o que dificulta a incorporacdo destes extratos nas formulacdes
farmacéuticas, ja o produto seco por aspersdo pode ter suas caracteristicas farmacotécnicas
melhoradas através da alteracdo dos parametros de secagem e do tipo de adjuvante utilizado.

O extrato seco liofilizado apresentou maior faixa de distribuicdo granulométrica,
menor area superficial e maior taxa de decomposi¢do que o produto seco por aspersdo. Os
resultados obtidos corroboram para a escolha do produto seco por aspersdo de B. forficata
como produto com propriedades tecnoldgicas mais adequadas para a formulacdo de formas

farmacéuticas solidas.
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6. Capitulo IV

6.1 TOXICIDADE AGUDA E SUBAGUDA DE PRODUTO SECO POR ASPERSAO
DE FOLHAS DE Bauhinia forficata Link

6.1.1 Artigo IV — Toxicidade aguda e subaguda de produto seco por aspersdo de folhas de
Bauhinia forficata Link

Artigo a ser submetido na Journal of Ethnofarmacology
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FOLHAS DE Bauhinia forficata LINK
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RESUMO

Bauhinia forficata Link (pata de vaca) é uma espécie nativa da América do Sul bastante
utilizada no tratamento da diabetes mellitus, devido a atividade antidiabética atribuida aos
compostos flavonoidicos, principalmente o marcador canferitrina, presente nas folhas deste
material vegetal. A toxicidade aguda e subaguda (28 dias) do produto seco por aspersdo de
Bauhinia forficata Link (BF) foi avaliada por via oral em camuundongos Mus musculus. O
tratamento subagudo de BF (0,2 e 2,0 g/kg, n=10/grupo) ndo alterou o ganho de peso,
consumo de agua ou racdo. Analise hematoldgica ndo mostrou diferenca significativa nos
parametros analisados. No entanto, nos parametros bioquimicos analisados, houve um
aumento do nivel sérico de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina nos grupos
tratados com Bauhinia forficata Link . Os pesos absolutos e relativos do figado e coragédo
foram maiores no grupo controle. Em suma, a administracdo do produto seco por aspersao de
Bauhinia forficata Link ndo produziu efeitos toxicos em camundongos machos. No entanto, o
aumento dos niveis séricos de ALT e fosfatase alcalina podem indicar possivel toxicidade
hepaética.

Unitermos: Bauhinia forficata, planta medicinal, produto seco por aspersao, toxicidade.

ABSTRACT

Bauhinia forficata Link (cow’s foot) is a native of South America widely used in the
treatment of diabetes mellitus due to antidiabetic activity attributed to flavonoid compounds,
especially kaempferitrin marker, present in the leaves of this plant material. The acute and
subacute (28 days) of spray dried extract of Bauhinia forficata Link (BF) was evaluated orally
in camuundongos Mus musculus. The BF subacute treatment (0.2 to 2.0 g / kg, n = 10) did not
affect weight gain, or feed water consumption. Blood analysis showed no significant
difference in the parameters analyzed. However, the biochemical parameters analyzed, there
was an increase of serum alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase in the
groups treated with Bauhinia forficata Link. The absolute and relative weights of liver and
heart were higher in the control group. In short, the administration of the spray dried extract
of Bauhinia forficata Link did not produce toxic effects in male mice. However, the increase
of serum ALT and Alkaline phosphatase may indicate potential liver toxicity.

Keywords: Bauhinia forficata, medicinal plant, spray dried product, toxicidade.
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INTRODUCAO

B. forficata Link pertence a familia Fabaceae, cujas espécies sdao de amplo interesse
medicinal, sendo empregadas em forma de chas e preparacdes fitoterapicas para o tratamento
de diversas enfermidades. Dentre os relatos descritos na literatura cientifica, os representantes
de Bauhinia sdo frequentemente estudados quanto a agdo hipoglicemiante, uma vez que na
medicina popular sdo bastante empregados para o tratamento de Diabetes mellitus (SILVA;
FILHO, 2002; SOUZA, 2003). Dentre estes representantes, B. forficata Link é a mais
utilizada, sendo comumente conhecida, pela comunidade rural, como ‘“pata-de-vaca
verdadeira” ou “insulina natural”. (SILVA; FILHO, 2002; ARIGONY, 2005; VOLPATO et
al., 2008).

B. forficata Link apresenta como principais constituintes os glicosideos flavonoidicos
canferdlicos e quercetinicos, &cidos organicos, glicosideos (MARTINS et al., 1994),
heterosideos cianogénicos e saponinicos, gomas, mucilagens e taninos condensados e
hidrolisaveis (FRANCO, 1996).

De acordo com os dados relacionados a composicdo quimica de B. forficata Link e
considerando que a sua atividade antidiabética é atribuida principalmente aos flavonoides
(PAULA et al., 2002), experimentos farmacoldgicos tem sido realizados com fracdes

enriquecidas destes metabdlitos e com a canferitrina, no intuito de comprovar sua eficécia.

A abordagem etnofarmacéutica confirma o uso de B. forficata Link como planta
medicinal potencialmente eficaz no tratamento do diabetes por apresentar propriedades
antidiabéticas, hipoglicemiantes e diuréticas comprovadas atraveés de diversos estudos
realizados in vitro e in vivo (BARBOSA-FILHO et al., 2005; CAZAROLLI, 2006; Da
CUNHA, 2010; JORGE et al., 2004; LINO et al., 2004, MENEZES et al., 2007; PEPATO et
al., 2002; SILVA et al., 2002; SOUSA et al., 2004; VOLPATO et al., 2008).

Embora, grande parte dos estudos farmacoldgicos apresente resultados relevantes, a
avaliacdo da toxicidade tem sido pouco investigada. Pepato et al (2004) mostrou auséncia
toxicidade, apds tratamento oral por 30 dias com decocto aquoso das folhas de B. forficata em
ratos normais e diabéticos.

Quanto a toxicidade aguda, de acordo com Luz (1995 apud SILVA; FILHO, 2002)
observou-se que 0 extrato bruto por via intraperitoneal possui DLsy 2,85 g/kg em ratos.
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Contudo, quando administrado por via oral, o extrato (0,5 a 5,0 g/kg) nédo apresentou efeito
toxico.

Considerando a importancia etnofarmacologica da espécie, o interesse do SUS e a
caréncia de estudos toxicologicos esse trabalho visa investigar a toxicidade aguda e de doses

repetidas do extrato seco de folhas de Bauhinia forficata Link.
2. Materiais e Métodos
2.1. Material vegetal

As folhas de B. forficata foram coletadas em abril/2010 na Fazenda Monte Alegre em
Telémaco Borba - PR e gentilmente cedido pelo fornecedor Klabin do Parana Produtos
Florestais Ltda. O depdsito da exsicata foi realizado no Herbario da Universidade Estadual do
Maringa, sob registro n° 150 e a identificacdo confirmada no Jardim Botanico do Rio de
Janeiro — RJ, Brasil, pela especialista em identificacdo de espécies do género Bauhinia,

Angela Vaz.

2.2. Obtencdo e caracterizacdo do extrato seco

A extracdo do material foi realizada em recipiente com aquecimento a 40°C em banho
maria digital Nova ética® e agitacdo a 200 rpm por 1 hora utilizando agitador mecanico
Marconi® modelo MA259 . As amostras foram preparadas a partir de 167,0 g do material
vegetal e 1000 mL de solucdo hidroalcodlica 50%. O extrato foi resfriado a temperatura
ambiente (25°C) e filtrado em algodao.

Na secagem por aspersdo da solugéo extrativa foi utilizado um spray-dryer de bancada
Lab-Plant, modelo SD-05. O adjuvante de secagem dioxido de silicio coloidal (Aerosil® 200)
foi adicionado na concentracdo de 20% a solucdo extrativa a fim de melhorar o desempenho
da secagem e as caracteristicas farmacotécnicas do produto seco obtido. As condicBes
operacionais empregadas nesse trabalho foram: temperatura de entrada 170°C, pressdo do ar
0,9 bar e vazao de alimentacdo do extrato 8 mL/ min.

O extrato seco por aspersdo (PSA) obtido foi monitorado pelo teor de canferitrina

(CNF) e o teor de flavonoides totais (TFT) pelo método espectrofotométrico UV e por
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) validado por Marques et al (2011) e
(2010).

O perfil cromatogréafico dos extratos foi obtido em cromatédgrafo a liquido Shimadzu
(UFLC, Japéo) controlado pelo Software LC Solution 1.0 e constituido por bomba LC-20 AT,

®

desgaseificador DGU — 20As, injetor automatico Sil- 20A e detector de arranjo de diodos
(DAD) SPD — M20A. Empregou-se coluna Cg Restek® (250 mm x 4,6 mm, 5um), mantida a
40 °C e protegida por uma pré coluna Cyg Restek® (10 mm x 4mm, 5 um). O padrdo de CNF
e as amostras foram eluidos através de um gradiente de fase movel composta por acido
fosférico: agua 0,02% (pH = 2,5) e acetonitrila. O fluxo foi de 1 ml/min e o volume de
injecdo de 20 pL. Os solventes utilizados possuiam grau analitico: &cido fosforico, acetonitrila

grau cromatografico agua ultrapurificada (Milli-Q System, Massachusetts, USA).
2.3. Animais

Camundongos machos e fémeas (Mus musculus), com idade entre 3 e 2 meses
respectivamente foram obtidos do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da
Universidade Federam de Pernambuco (UFPE) para estudo da toxicidade aguda e subaguda.
Os animais foram mantidos em condi¢Ges padrées ambientais (22+2 -C; 12:12 h ciclo
claro/escuro), agua e racdo (Labina®, Purina, Brasil) foram disponiveis ad libitum. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal do
Centro de Ciéncias Biologicas da UFPE (No. processo 23076.051972/2011-45).

2.4. Toxicidade aguda

Camundongos sadios de ambos sexos foram mantidos em jejum durante 12h, com
agua ad libitum foram divididos ao acaso em dois grupos (n=5/sex0). O primeiro grupo
(grupo controle) recebeu agua e o segundo grupo foi tratado por via oral (gavagem) com
produto seco de B. forficata Link na dose de 5,0g/kg. Os animais foram observados quanto ao
comportamento geral, mudanca no peso corporeo, sintomas esdruxulos e mortalidade por um

periodo de 14 dias ap6s o tratamento.
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2.5. Toxicidade subaguda

O teste foi realizado de acordo com o guia OECD 407 com pequenas modificacfes
(OECD, 1995). Camundongos machos foram divididos ao acaso em trés grupos (n=10/grupo),
no grupo controle receberam agua destilada e os outros dois grupos foram tratados com
extrato seco de folhas de B. forficata Link por via oral (gavagem) em doses de 200 e
2000mg/kg/dia durante 28 dias. A variagdo de peso foi registrada semanalmente e o consumo
de racdo e agua diariamente. Os animais foram observados quanto a anormalidades durante

este periodo.

2.6. Parametros bioquimicos e hematologicos

Anélise hematologica foi realizada utilizando um analisador hematoldgico automatico
(Coulter STKS, Beckman). Os seguintes parametros foram analisados: hemécias, coeficiente
de variacdo de distribuicdo das hemacias (RDW), hemoglobina, hematdcrito, plaquetas,
volume meédio de plaguetario médio (VPM), leucdcitos, neutrofilos, segmentados,
eosinofilos, basofilos, Linfécitos, mondcitos e os indices hematimétricos: volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (SILVA et al., 2007). A contagem de leucdcitos diferencial foi
realizada com um microscépio éptico apds coloragdo e, para cada tipo de célula, 100 foram
contadas.

Para analise bioquimica, o sangue foi centrifugado a 3000 x g por 10 min para a
obtencdo de soro, que foi armazenada a -20° C até a determinacdo dos seguintes parametros:
glicemia, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), bilirrubina total direta e indireta, fosfatase alcalina, ionograma (sddio, potassio e
cloreto) colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL, triglicérides e
acido arico.

. As dosagens foram feitas em analisador automatico Architect com sistemas
comerciais da Abbot (LIMA et al., 2006).

2.7. Parametros morfologicos

Ap0s a eutanésia por excesso de tiopental sodico (35 mg/kg, i.p.), a necropsia foi
realizada (n = 5/groupo) para analise da avaliagdo macroscopica externa do coracao, figado,

pulmdo, adrenais, estbmago, intestinos, rins, pancreas, baco, testiculos, epididimo, vesicula
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seminal e ducto deferente. Esses 6rgdos foram cuidadosamente removidos, dissecados e
tiveram suas massas Umidas determinadas em balanca analitica, Gehaka modelo BG 440,

sendo expressa em termos de massa absoluta e massa relativa g/100g.

2.8. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Os dados foram analisados
por meio da analise de variancia (ANOVA two-way), seguido pelo teste Kewman-Keuls para
verificacdo de comparacdes multiplas entre os grupos durante o periodo estudado e ao longo
do tempo entre os grupos. Nivel de probabilidade inferior a 5% (p <0,05) ndo foi considerado

significativo.

3. Resultados

Caracterizacdo cromatografica dos extratos seco e fluido

Os flavonoides sdo os principais compostos presentes na B. forficata Link que
apresentam diversas atividades farmacoldgicas, em destaque o flavondide canferirina. Na
tabela 1 encontra-se descritos os TFT e CNF do extrato fluido (EF) e o PSA.

Diante dos resultados descritos na tabela 1, observa-se que os TFT ndo apresentaram
diferengas significativas, mostrando-se que o método de secagem ndo teve influencia
significativa sobre os teores flavonoides nas amostras secas, sendo relativamente estaveis
durante o processo de secagem, embora evidencie um aumento do teor de CNF no PSA em
relacdo ao EF devido as interferéncias no preparo da amostra no processo da reconstituicdo da

solucéo extrativa.

Tabela 1 - Resultados da anélise de TFT e CNF no extrato fluido e PSA.

TFT Teor de CNF
(mg/mL) +dp (Mg/mL) + dp
EF 1,67 +0,01 6,61

PSA 1,64 + 0,02 8,13
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Conforme o cromatograma apresentado na figura 1 observa-se que os extratos fluidos
e secos apresentaram perfis quimicos semelhantes, sugerindo que o procedimento de secagem
ndo tenha interferido na integridade de seus constituintes, entre eles a CNF.

Os tempos de retencdo (tr) na analise de CLAE dos extratos, foram proximos de

18,64+ 0,05 min conforme o tr reportado para a canferitrina.

Figura 1 - Perfil cromatografico do padrdo CNF (a), EF (b) e PSA (c).
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Toxicidade aguda

Os resultados indicam que o tratamento agudo por via oral de B. forficata Link em
doses de até 5,0 g/kg ndo produziram sinais de toxicidade ou morte em camundongos durante

14 dias de observacéo.
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Toxicidade subaguda

N&o foram registrados sinais de toxicidade ou mortes durante os 30 dias seguidos de
tratamento por via oral com B. forficata Link nas doses de 0,2 e 2 g/kg. No geral ndo foram
encontradas diferencas significativas entre o peso corporal inicial e final de camundongos
tratados e camundongos controle, os camundongos tratados com 2 g/kg apresentaram maior
ganho de peso que os camundongos tratados com 0,2 g/kg por apresentarem menor peso
inicial (Fig. 2). A auséncia de efeito toxico também foi observado através da inalteracdo do

consumo de rac¢do (Fig. 3) e &gua (Fig. 4) nos grupos tratados em relacdo ao grupo controle.

Parametros bioguimicos e hematoldgicos

O perfil hematoldgico e bioquimico dos grupos controle e tratados estdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2, na qual verificou-se que ndo houve diferencas estatisticamente significativas
em todos os parametros hematologicos e bioquimicos analisados. O tratamento com doses de
Bauhinia forficata Link elevou ligeiramente atividade das enzimas ALT e fosfatase alcalina,

indicando toxicidade hepaética.

Pardmetros morfoldgicos

Os pesos absolutos e relativos dos 6rgdos e a morfologia macroscopica externa nao
foram alteradas pela administracdo do produto seco por aspersdo de folhas de Bauhinia
forficata Link. No entanto, os camundongos do grupo controle apresentaram um aumento
significativo em ambos os pesos absoluto e relativo do coracdo de 20,77 e 12,60% e 25,90 e
16,53%, o figado dos camundongos do grupo controle também apresentaram um aumento do
peso absoluto e relativo de 19,10 e 10,81% e 22,45 e 13,95% em relacédo aos grupos tratados
com doses de 0,2 e 2,0 g/kg (Tabela 3).
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Figura 2 — Curvas de ganho de peso corporal de camundongos machos tratados por via oral
com extrato seco por aspersdo de Bauhinia forficate Link (BF 0,2 e 2,0 g/kg) por 28 dias
consecutivos. Os valores foram expressos como media * erro padrdo ( n= 10/grupo).
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Figura 3 — Curvas de ganho de peso corporal de camundongos machos tratados por via oral
com extrato seco por aspersdao de Bauhinia forficate Link (BF 0,2 e 2,0 g/kg) por 28 dias
consecutivos. Os valores foram expressos como media * erro padrdo ( n= 10/grupo).
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Figura 4 — Curvas de ganho de peso corporal de camundongos machos tratados por via oral
com extrato seco por aspersdo de Bauhinia forficate Link (BF 0,2 e 2,0 g/kg) por 28 dias
consecutivos. Os valores foram expressos como media + erro padrédo ( n= 10/grupo).
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Tabela 1 — Efeito do produto seco por aspersdo de folhas de Bauhinia forficata Link (BF 0,2

e 2,0 g/kg) por via oral nos pardmetros hematoldgicos de camundongos machos tratados por

28 dias consecutivos.

Parametros Controle Bf 200 mg/Kg Bf 2000 mg/Kg
Hemécias (mil/mm?®) 10,2 + 0,34 9,04 + 0,95 9,78 + 0,38
Hemoglobina (g/dl) 16,81 + 0,39 14,71 £1,46 16,59 £ 0,4

Hematdcrito (%) 49,1+152 43,6 +4,09 47,98 +2,39

VCM (um?) 48 +0,83 48,67 +0,92 49 + 0,84

HCM (pg) 16,47 £ 0,28 16,28 £ 0,22 17,02+ 0,42

CHCM (g/dl) 34,29+0,8 33,57+0,3 34,78 +1,14

RDW (%) 16 + 0,59 17,4 +0,22 16,3+0,71
Plaquetas (mil/mm?®) 959,2 + 94,56 1123,67 + 259,81 850,6 + 84,62

VPM (fL) 5,46 £ 0,22 5,33 +£0,10 550,11

Leucécitos (mm?®) 12,22 + 3,05 9,67 +2,82 8,28 + 0,24
Neutréfilos (%0) 15+6,75 7,68 £ 4,25 5,7+0,54
Basofilos (%0) 0,3+0,15 0,6 +£0,19 0,2 +£0,055
Eosinofilos (%) 0,2+0,.2 0,02 £0,02 0,08 + 0,02
Linfécitos TIP (%0) 83,42 £ 7,05 89,52 +4,94 92,86 + 0,44
Mondcitos (%) 1,08 £ 0,24 2,18 £1,31 1,12 £ 0,15

Os valores foram expressos pela média * erro padrdo (n=10 animais/grupo). VCM: volume corpuscular

médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média,

RDW: coeficiente de variacdo de distribuicdo das hemacias, VPM: volume plaquetario médio.
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Tabela 2 - Efeito do produto seco por asperséo de folhas de Bauhinia forficata Link (BF 0,2
e 2,0 g/kg) por via oral nos parametros hematoldgicos de camundongos machos tratados por

28 dias consecutivos.

Parametros Controle Bf 200 mg/Kg Bf 2000 mg/Kg
Glicemia (mg/dL) 93+54 126,83 + 8,88 119,5+ 10,44
Uréia (mg/dL) 51,82 +4,6 47,08 +5,2 53,85+ 6,69
Creatinina (mf/dL) 0,175+ 0,02 0,2+ 0 0,23+ 0,025
AST (U/L) 88,56 + 3,59 90,05+ 7,0 104,55+ 15,19
ALT (U/L) 28,2 £ 8,02 53+ 12,93 58,5+ 16,69
Bilirrubina total (mg/dL) 0,14 +£0,023 0,125+ 0,016 0,205+ 0,049
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,1+0 0,1+ 0 0,125+ 0,022
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,04 +0, 023 0,025+ 0,016 0,08+ 0,04
Fosfatase alcalina (U/L) 91+8,49 120+ 23,56 145,75+ 19,23
Sédio (mmol/L) 152,67 + 1,44 149,5+ 0,93 150,5+ 0,58
Potassio (mmol/L) 5,69 +0,678 5,42+ 0,5 5,17+ 0,35
Cloreto (mmol/L) 106,6 £ 1,55 106,7+ 0,88 105,1+ 1,93
Colesterol total (mg/dL) 130,14 £ 17,06 118,82+ 12,12 127,12+ 6,26
Colesterol HDL (mg/dL) 136 + 33,58 106,33+ 11,91 93+ 6,95
Colesterol LDL (mg/dL) 10,83 + 3,22 17,58+ 3,47 20,1+ 4,93
Colesterol VLDL (mg/dL) 30,73+54 30,07+ 3,25 26,25+ 3,89
Triglicerideos (mg/dL) 151,4 + 19,26 150,33+ 16,28 131,25+ 19,49
Acido Urico (mg/dL) 2,27 +0,026 2,53+ 0,17 2,4+ 0,42

Os valores foram expressos pela média + erro padrdo (n=10 animais/grupo). AST: aspartato
aminotransferase, ALT: alanina aminotransferase.
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Tabela 3 - Efeito do produto seco por asperséo de folhas de Bauhinia forficata Link (BF 0,2
e 2,0 g/kg) por via oral no peso absoluto e relativo de camundongos machos tratados por 28

dias consecutivos.

Parametro Controle BF 0,2g/kg BF 2,0g/kg
Coracéo (9) 0,234+0,017 0,1916+0,002 0,1838+0,009
(9/1009) 0,551+0,037 0,489+0,014 0,473+0,035
Figado (9) 2,2108+0,128 1,8562+0,083 1,8058+0,097
(9/1009) 5,245+0,134 4,734+0,202 4,603+0,132
Pulmao (g) 0,228+0,006 0,2332+0,023 0,18+0,010
(9/1009) 0,546+0,028 0,589+0,041 0,462+0,034
Estdmago (g) 0,2688+0,012 0,239+0,019 0,261+0,008
(9/1009) 0,643+0,042 0,605+0,031 0,672+0,045
Intestino (g) 2,2914+0,444 2,831+0,102 2,9446+0,128
(9/1009) 6,771+0,649 7,235+0,326 7,528+0,273
Rins (g) 0,3258+0,018 0,262+0,007 0,2772+0,017
(9/1009) 0,779+0,054 0,669+0,024 0,706+0,027
Adrenais (g) 0,0078+0,000 0,0134+0,000 0,0062+0,000
(9/1009) 0,019+0,003 0,033+0,001 0,015+0,001
Baco (9) 0,262+0,061 0,2038+0,025 0,1878+0,0023
(9/1009) 0,0625+0,138 0,516+0,061 0,475+0,047
Pancreas (g) 0,1948+0,016 0,1844+0,013 0,1726+0,008
(9/1009) 0,476+0,067 0,468+0,024 0,441+0,022
Testiculo () 0,122+0,006 0,1258+0,008 0,1264+0,011
(9/1009) 0,293+0,025 0,319+0,017 0,324+0,033
Epididimo (g) 0,0502+0,004 0,0474+0,002 0,0518+0,004
(9/1009) 0,119+0,008 0,120+0,004 0,132+0,011
Vesicula seminal (g) 0,2426+0,023 0,1848+0,013 0,253+0,013
(9/1009) 0,571+0,026 0,473+0,039 0,647+0,034
Ducto deferente () 0,0188+0,001 0,0122+0,001 0,0144+0,001
(9/1009) 0,045+0,005 0,031+0,004 0,036+0,004




96

DISCUSSAO

Toxicidade aguda

Os resultados do estudo de toxicidade aguda indicam que a admistragdo de produto
seco por aspersdo de Bauhinia forficata Link por via oral com doses até 5,0 g/kg ndo produziu
sinal de toxicidade ou morte em ratos, sugerindo uma Dose Letal (DLsp) maior que 5,0 g/kg,
sendo desta forma considerada ndo-toxica por via oral.

O presente estudo corrabora os resultados obtidos por Silva e Filho em 2002 e
Cavalcanti et al em 2011, no qual ndo foram observados qualquer acdo tdxica, nas doses
unicas de 0,5 a 5,0 g/kg por via oral. Existem relatos de que a DLsy do extrato bruto de B.
forficata, administrado em ratos por via intraperitoneal, consiste em 2,85 g/kg. (SILVA;
FILHO, 2002).

Toxicidade subaguda

O tratamento subagudo com doses de 0,2 e 2,0 g/kg durante 28 dias também nao
produziu mortes ou sinais de toxicidade. Além disso, a ingestdo de agua, racdo e 0 peso
corporal nao foram alterados durante o periodo de tratamento. As doses utilizadas no presente
estudo representam a dose utilizada como efeito antidiabético (PEPATO et al., 2004)

Os camundongos cresceram em taxas similiares durante todo o experimento, 0S
tratados com doses de 2,0 g/kg apresentaram maior ganho de peso, pois possuiam menor peso
corporal no inicio do estudo. Assim como no estudo de Pepato em 2004, os animais do grupo
controle apresentaram maior ganho corporal que os animais tratados com produto seco de

Bauhinia forficata Link.

Parametros biogquimicos e hematoldgicos

No presente estudo, os parametros hematoldgicos analisados permaneceram dentro do
intervalo de referéncia para a espécie (HARKNESS; WAGNER, 1993). Da mesma forma néao
houve alteracdo dos parametros bioquimicos analisados, com exce¢do do aumento nos niveis
séricos de ALT e fosfatase alcalina, indicando sobrecarga hepatica.

O aumento das enzimas transaminases séricas (ALT e AST) é um bom indicador de
danos de hepatocitos. A AST é encontrada também emum grande numero de tecidos,

como coragdo, pulméo, musculo esquelético, cérebro e rim, enquanto a ALT € principalmente
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limitada ao figado (LIMA et al, 2001), assim, a Gltima € considerada um indicador altamente
sensivel de hepatotoxicidade (Al-Habori et al. , 2002).

Flutuacdes nos niveis de ALT sdo geralmente acompanhadas de uma alteracdo dos
niveis de AST, no entanto a AST é essencialmente uma enzima mitocondrial e néo
é lancado tdo répido comoa ALT, que é citosélica (Al-Haboriet al., 2002). Isto poderia
explicar porque uma alteragdo foi encontrada apenas nos niveis de ALT.

Estudos anteriores relatam resultados diferentes relativos a toxicidade hepatica de
Bauhinia forficata Link. Uma avaliacdo da toxicidade hepética subcrénica realizada em ratos
normoglicémicos ap6s tratamento oral, por 30 dias, com infusdo aquosa das folhas de B.
forficata Link, ad libitum, indicou um possivel dano hepético devido a aumento nos niveis
séricos da enzima aspartato aminotranferase (AST), apesar dos niveis da alanina
aminotranferase (ALT) ndo tenham sido alterados (Picoli et al., 2006).

A toxicidade hepéatica também foi demonstrada para os extratos secos obtidos através
da secagem de solucdo hidroalcodlica 70% das folhas de Bauhinia forficata Link por leito de
jorro com auxilio do adjuvante diéxido de silicio coloidal, nas doses de 125 e 250 mg/mL,
devido ao aumento dos niveis séricos de AST e fosfatase alcalina em ratos hiperglicémicos,
apo6s um tratamento oral por 35 dias (Pepato et al., 2010).

O monitoramento da atividade sérica de biomarcadores de toxicidade realizado em
ratos normoglicémicos e hiperglicémicos durante tratamento oral, por 33 dias, com o decocto
das folhas de B. forficata, ndo indicou toxicidade tecidual. Avaliaram-se 0s seguintes
biomarcadores: amilase pancreatica, creatina quinase muscular, lactato desidrogenase
muscular e hepética, bilirrubina do ducto biliar e hepéatica e enzima conversora de

angiotensina renal e de microcirculagao renal (Pepato et al., 2004).

Pardmetros morfoldgicos
Apesar da mudanca no peso relativo e absoluto do coracao e figado e da alteracdo de
marcadores de toxicidade hepatica (AST e fosfatase alcalina), uma avaliagdo mais

aprofundada é necessaria para verificar essa toxicidade cardiac e hepatica.

CONCLUSAO

Em suma, a administracdo aguda e subaguda de produto seco por aspersdo de folhas de
Bauhinia forficata Link ndo induziu alteracfes significativas nos parametros hematologicos,

bioquimicos e morfolégicos analisados em camundongos Mus musculus. No entanto, a
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aumento dos niveis de ALT e fosfatase alcalina indicam uma possivel toxicidade hepética.
Novos estudos sdo necessarios para avaliar melhor este achado, incluindo avaliagdo
histologica hepatica, analise enzimatica de inducdo microssomal e os efeitos do tratamento

crénico
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CONCLUSOES

Os métodos de extracao influenciam diretamente no teor de CNF e o TFT dos extratos
de folhas de B. forficata. Os parametros TFT, teor de CNF e RS foram criticos na selecdo do
método extrativo mais eficiente. A extracdo com agitacdo a 200 rpm e aquecimento a 40°C
por 1 hora obteve maior eficiéncia de extragdo em menor tempo. Na otimizacdo do processo
de extracdo as variaveis tempo de agitacdo e temperatura nao apresentaram diferencas
significativas (P> 0,05), enquanto que as variaveis teor alcodlico e relacgdo mp/ms diferiram
significativamente. Os resultados sdo considerados Uteis para um desenvolvimento em larga
escala para extracdao de flavonoides a partir de folhas de B. forficata, visto que o método de
obtencdo do extrato € rapido, conveniente e viavel industrialmente.

A caracterizacdo fisico-quimica dos extratos secos de B. forficata forneceu dados
importantes para determinacdo de pardmetros de qualidade, haja vista que tais parametros
ainda ndo foram estabelecidos por compéndios oficiais e o conhecimento prévio das
caracteristicas fisico-quimicas dos extratos secos é importante para o desenvolvimento e
controle de qualidade de fitoterapicos. Os resultados obtidos corroboram para a escolha do
produto seco por aspersdo de B. forficata como produto com propriedades tecnolégicas mais
adequadas para a formulacéo de formas farmacéuticas sélidas.

A administracdo aguda e subaguda de produto seco por aspersao de folhas de Bauhinia
forficata Link ndo induziu alteracbes significativas nos parametros hematologicos,
bioquimicos e morfoldgicos analisados em camundongos machos. No entanto, a aumento dos

niveis de ALT e fosfatase alcalina indicam uma possivel toxicidade hepatica.
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8. Perspectivas
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PERSPECTIVAS

e Realizar estudo de estabilidade dos produtos secos desenvolvidos;
e Realizar dissolucdo dos produtos secos desenvolvidos;
e Realizar compatibilidade extrato-excipente por TG e HPLC;

e Realizar planejamento de formulacgdes sélidas a base de B. forficata.
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