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RESUMO

A diabetes mellitus, por tratar-se de uma doenga crbnica e por apresentar um crescimento
acentuado na sociedade mundial, tornou-se alvo da comunidade cientifica na busca de novas
alternativas terapéuticas. Diversos estudos evidenciam as propriedades farmacologicas
(hipoglicemiante e antidiabética) de espécies vegetais empregadas no tratamento desta
enfermidade. Nesse contexto, Bauhinia forficata Link, comumente conhecida como pata-de-vaca,
figura entre as espécies mais utilizadas para esse fim. Os esforcos atuais focalizam na
simplificacdo dos esquemas terapéuticos, para isso, vem sendo desenvolvidas formulagdes
multifarmacos, denominadas Associacdo-dose- fixa (ADF), que através da associacdo de ativos
combinados em uma mesma forma farmacéutica. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
forma farmacéutica granulado efervescente a base de extratos de Bauhinia forficata Link para
uma futura obtencdo de uma ADF como nova alternativa no tratamento do diabetes melittus. A
obtencdo da solucdo extrativa foi realizada através de métodos com pardmetros otimizados para
aumento da eficiéncia extrativa de metabolitos. Os metodos extrativos avaliados foram
percolacdo, maceracao, aquecimento a 50°C, agitacdo a 200 rpm e agitacdo com aquecimento. As
metodologias por Espectrofotometria no Ultravioleta (UV) e por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo dos marcadores foram desenvolvidas e validadas segundo
a legislacdo vigente. As solucdes extrativas sofreram processo de secagem por aspersao e por
liofilizacdo, os quais foram caracterizados por diferentes técnicas como Termogravimetria (TG),
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC), Espectroscopia no Infravermelho (1V), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e outras, como também foi avaliado toxicologicamente através do
estudo agudo e subcrénico em animais. O produto farmacéutico foi desenvolvido através da
elaboracdo da formulagéo de granulados efervescentes por um estudo qualiquantitativo, em que se
utilizaram diferentes proporcdes de extratos e excipientes. Nos resultados, observou-se para as
amostras um  perfil  fitoquimico,  apresentando:  flavondides,  proantocianidinas,
leucoantocianidinas, triterpenos e esterdides. As metodologias desenvolvidas mostraram-se
especificas, sensiveis, precisas, exatas e robustas, sendo adequadas para as analises realizadas. Na
avaliacdo dos métodos extrativos, 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 agitacdo. Na secagem dos extratos ndo foi observada influéncia
nas caracteristicas dos constituintes dos pds apds secagem por aspersao, em relacdo ao extrato
fluido através das técnicas utilizadas. Nao houve alteracdo do ganho de massa, consumo de agua e
racdo, dos parametros hematol6gicos e bioquimicos e morfolégicos analisados em camundongos
machos durante o tratamento por 30 dias consecutivos. A formulagdo de granulados efervescentes
desenvolvidas atendeu a todos os requisitos da avaliacdo de controle de qualidade, o que
proporcionara a populacdo diabética uma nova alternativa terapéutica fitomedicamentosa com
qualidade.

Palavras-chave: granulado, flavonoides, caracterizacdo, diabetes mellitus.



ABSTRACT

Diabetes mellitus, because it is a chronic disease and present a sharp growth in Brazilian
society, became the target of the scientific community in the search for new therapies. Several
studies show the pharmacological properties (anti-diabetic and hypoglycemic) of plant species
used in the treatment of this disease. In this context, the Bauhinia forficata Link, commonly
known as paw-of-cow, among the species most commonly used for this purpose. Current
efforts focus on the simplification of treatment regimens for this, multidrug formulation has
been developed, called Association-fixed-dose (ADF), which through the combination of
assets combined in a single dosage form. The aim of this study was to develop pharmaceutical
form effervescent granules based on extracts of Bauhinia forficata Link to obtaining a Fixed-
Dose-Association as a new alternative in the treatment of diabetes mellitus. Obtaining the
extraction solution was through methods with parameters optimized to increase the extraction
efficiency of metabolites. The methods were evaluated extractive percolation, maceration,
heating to 50 ° C, shaking at 200 rpm and stirring with heating. The methodologies by
spectrophotometry Ultraviolet (UV) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
for the quantification of active compounds have been developed and validated according to
current legislation. The extractive solutions underwent a process of spray drying and freeze
drying, which were characterized by different techniques such as thermogravimetry (TG),
Differential Scanning Calorimetry (DSC), infrared spectroscopy (IR), scanning electron
microscopy (SEM) and other, was also evaluated toxicologically by acute and subchronic
studies in animals. The pharmaceutical product was developed through the preparation of
effervescent granular formulation qualiquantitativo by a study, which used different
proportions of extracts and excipients. In the results, it was observed for samples one
phytochemical profile, featuring: flavonoids, proanthocyanidins, leucoanthocyanidins,
triterpenes and steroids. The methodologies developed proved to be specific, sensitive,
precise, accurate, robust, and suitable for the analyzes. In the evaluation of extractive
methods, extraction with shaking at 200 rpm, heating to 50 ° C showed higher extraction
efficiency of canferitrina and total flavonoid. The best method was optimized by evaluating
the parameters plant mass / mass solvent, temperature, alcohol content of the organic solvent,
stirring speed. Drying of the extracts was not observed influence on the characteristics of the
constituents of the powder after spray drying in relation to extract fluid through the techniques
used. There was no change in mass gain, feed and water consumption, haematological
parameters and biochemical and morphological analysis in male mice during treatment for 30
consecutive days. The effervescent granular formulation developed met all the requirements
of the assessment of quality control, which will provide the diabetic population a new
therapeutic alternative fitomedicamentosa quality.

Keywords: granular, flavonoids, characterization, diabetes mellitus.
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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 farmacoldgicas tém sido identificadas no vegetal
Bahuinia, pertencente a familia Fabaceae, cujas espécies sdo de amplo interesse medicinal,
sendo empregadas em forma de chés e preparacGes fitoterdpicas para o tratamento de diversas
enfermidades. Dentre estes representantes, Bauhinia forficata Link é a mais utilizada, sendo
comumente conhecida, como “pata-de-vaca verdadeira” ou “insulina natural” (Silva; Filho,
2002; Arigony, 2005; Volpato et al., 2008).

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

A abordagem etnofarmacéutica confirma o uso de 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;
Menezes et al., 2007; Ruela et al., 2007; Volpato et al. 2008; Barbosa-Filho et al., 2005; Da
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Cunha, 2009; Silva, 2002; Pepato, 2002).

Estudos referentes a composi¢do quimica e atividade farmacoldgica de B. forficata
Link evidenciam que os glicosideos flavonoidicos canferolicos e quercetinicos representam os
principais constituintes quimicos, sendo eles o0s responsaveis pela atividade antidiabética da
espécie (Pizzolatti et al., 2003; Sousa et al., 2004).

Por B. forficata ser uma planta de grande interesse para a comunidade farmacéutica,
sua espeécie vegetal foi solicitada para gerar fitoterapicos que poderdo ser disponibilizados
pelo Sistema Unico de Satde (SUS) e sua descricdo morfoanatdmica vem sendo requisitada
pela Farmacopéia Brasileira, pois € freqlientemente confundida com outras espécies do
género. Logo, informacg6es com relacdo a sua descricdo morfoanatomica e das diferencas com
as outras espécies do mesmo género se faz de extrema importancia na analise e no controle de
qualidade, uma vez que existe uma diversidade de preparac@es a base da folhas de B. forficata
(Lusa; Bona, 2009). Em virtude da grande semelhanga morfoldgica entre as diversas espécies
de Bauhinia, a adulteracdo das preparacOes vegetais € muito comum e, aliado a isto, as
condicdes pelas quais as plantas se desenvolvem podem alterar a composi¢do do material
vegetal (Engel et al., 2008).

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui varias fases e envolve um processo
interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitucional. Uma etapa imprescindivel consiste na
utilizacdo de métodos analiticos visando a quantificacdo e controle da manutencdo dos
constituintes quimicos ativos ou de referéncia, presentes na matéria-prima vegetal, produtos
intermediarios e produto final. Esses métodos permitem a avaliacdo da qualidade do
fitoterapico, promovem a garantia da constancia da acdo terapéutica e a seguranca de sua
utilizacdo, sendo requisitos indispensaveis, portanto, ao seu registro no Brasil (Toledo et al.,
2003; Brasil, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver forma farmacéutica granulado efervescente a base de extratos de
Bauhinia forficata Link para uma futura obtencdo de uma Associacdo-Dose-Fixa como

alternativa no tratamento do diabetes mellitus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar caracterizacdo fitoquimica e fisico-quimica das folhas B. forficata Link;

e Desenvolver e validar dois métodos espectrofotométricos para quantificagdo de
flavonoides totais do extrato fluido em folhas de B. forficata, um por diluicdo direta e
outro por hidrdlise acida;

e Desenvolver e validar um método por CLAE para quantificacdo de canferitrina em
folhas de B. forficata;

e Avaliar comparativamente a influéncia dos métodos extrativos nos teores de
canferitrina e flavonoides totais em folhas de B. forficata Link e otimizar o melhor
método extrativo.

o Obter e caracterizar os extratos secos liofilizados e produto seco por aspersao;

¢ Realizar estudo de toxicidade aguda e subcrdnica dos extratos secos;

e Desenvolver formulacdes sélidas (granulados efervescentes) a base de extratos secos

de B. forficata.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Artigo | — Revisdo Sistematica: Usos, Aplicacbes e Tendéncias Terapéuticas de Bauhinia
forficata Link

Artigo publicado a Revista Brasileira de Farmacognosia

Artigo 11 — Aplicacdo de metodologias analiticas na caracterizacdo de drogas vegetais e

extratos secos para o desenvolvimento de fitoterapicos

Artigo submetido a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada
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REVISAO  SISTEMATICA: USOS,  APLICACOES E  TENDENCIAS
TERAPEUTICAS DA Bauhinia forficata LINK

RESUMO

Este estudo teve como objetivo realizar uma revisao sistematica sobre os usos e aplicacdes
terapéuticas da Bauhinia forficata Link visando o conhecimento de informagdes baseadas em
evidéncias sobre suas propriedades bioldgicas. Dentre os artigos incluidos neste estudo, 55%
buscou a pesquisa e comprovacdo das diversas a¢des farmacoldgicas promovidas pela B.
forficata L., principalmente a partir dos extratos desta planta. Alguns artigos trataram apenas
do isolamento e purificagdo dos constituintes fitoquimicos (30%), outros isolaram 0s
constituintes e ainda testaram sua agdo farmacoldgica (6%). Também foram encontrados
estudos etnofarmacoldgicos que buscaram o conhecimento popular sobre o uso desta espécie
vegetal. A reducdo da glicemia em modelos experimentais de diabetes, a acdo antioxidante e a
presenca de flavonoides como principais constituintes fitoquimicos foi comprovada
cientificamente por varios estudos demonstrando o alto potencial farmacoldgico desta espécie
vegetal.

Palavras-chave: Bauhinia forficata Link; Revisdo sistematica; aplicacGes terapéuticas.

ABSTRACT

This study aimed to perform a systematic review on the uses and therapeutic applications of
Bauhinia Link forficata seeking knowledge of evidence-based information about their
biological properties. Among the articles included in this study, 55% sought research and
verification of various pharmacological actions promoted by B. forficata L., mainly from the
extracts of this plant. Some articles addressed only the isolation and purification of
phytochemicals constituents (30%), other constituents isolated and further tested their
pharmacological action (6%). Also found ethnopharmacological studies that sought to popular
knowledge about the use of this plant species. The reduction of blood glucose in experimental
models of diabetes, and the presence of antioxidant flavonoids as major constituents
phytochemicals was scientifically proven by several studies demonstrating the high
pharmacological potential of this plant species.

Keywords: Bauhinia forficate Link; systematic review; therapeutic applications.

INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos € uma das mais antigas formas de préatica
medicinal da humanidade e acompanha a evolugdo da histéria da farmécia e dos
medicamentos. A demanda pela utilizacdo de plantas medicinais na cura ou prevencao de
doencas tem impulsionado a industria farmacéutica na busca por espécies vegetais com
potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos. Além disso, segundo a Organizagdo

Mundial de Saude (OMS), 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependem
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das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados bésicos de saude (Muller
2007; Veiga-Junior 2008; Simdes 2010).

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta e possui uma rica diversidade
étnica e cultural que detém um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas
medicinais. Este cenario propiciou a aprovagdo em 22 de julho de 2006 da Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos pelo governo federal, com a finalidade de assegurar o
acesso e a correta utilizacdo das plantas medicinais e fitoterapicos, a utilizacdo sustentavel da
biodiversidade brasileira e o desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria nacional
(PNPMF, 2006). Mais tarde, com o intuito de direcionar as pesquisas cientificas na area,
publicou a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema Unico de
Salde (RENISUS) que conta com 71 espécies vegetais com promissor potencial
farmacoldgico para o desenvolvimento de produtos terapéuticos (RENISUS, 2009). Dentre as
espécies divulgadas na RENISUS, figuram alguns representantes do género Bauhinia, sendo a
Bauhinia forficata Link, umas das espécies mais estudadas no Brasil e que apresenta maior
namero de pesquisas quanto a atividade hipoglicemiante (Silva e Cechinel Filho 2002).

Bauhinia forficata caracteriza-se como uma arvore de porte pequeno, pertencente a
familia Fabaceae, que abrange mais de 300 espécies do género Bauhinia e esta distribuida,
principalmente em regides tropicais e em paises como Argentina, Bolivia, Paraguai, Uruguai e
Brasil. E conhecida popularmente como pata de vaca, devido ao formato de suas folhas, e sua
importancia esta voltada para o seu largo uso popular para diversas finalidades terapéuticas. A
infusdo de suas folhas é utilizada como agente diurético, tonico e depurativo, mas se destaca
por seu uso como hipoglicemiante, sendo inclusive conhecida como insulina vegetal (Pepato
et al. 2004; Moraes et al. 2010).

Diante do elevado uso popular da B. forficata para fins terapéuticos associado ao
grande interesse pela pesquisa com esta espécie vegetal objetivou-se neste estudo realizar uma
revisao sistematica sobre a B.forficata visando o conhecimento de informacdes baseadas em
evidéncias sobre suas propriedades biologicas, utilizando para isso um levantamento

secundario de estudos experimentais realizados e publicados com esta espécie vegetal.

MATERIAL E METODOS

A estratégia de busca utilizada procurou alcancar todos os artigos de carater

experimental existentes na literatura, que abordaram a pesquisa de componentes e acdes
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farmacoldgicas presentes na B. forficata L., assim como estudos sobre o seu uso e aplicaces
farmacéuticas. Os artigos foram pesquisados nas bases de dados Science Direct, Scielo
(Scientific Electronic Library Online) e na Biblioteca Virtual em Salde (BVS) que é
coordenada pelo Centro Latino Americano e do Caribe de Informacdo em Ciéncias da Saude
(BIREME), utilizando como descritor a palavra Bauhinia forficata. Todo este levantamento
ocorreu entre os dias 2 e 6 de setembro de 2012.

Inicialmente realizou-se a analise dos titulos e resumos dos artigos encontrados como
triagem para a escolha de estudos de relevancia significativa para a pesquisa. Os estudos
repetidos e ndo relevantes foram excluidos neste momento. Apds esta etapa, 0s artigos
incluidos foram analisados na integra e foram selecionados aqueles que se adequassem aos
sequintes critérios de inclusdo estabelecidos: artigos oriundos de pesquisas experimentais
referentes a pesquisa de componentes e acdes farmacoldgicas presentes na Bauhinia forficata
L., assim como estudos sobre o0 seu uso e aplicacGes farmacéuticas. Ndo houve restricdo com
relagdo ao ano de publicacdo e ao idioma da publicacdo e os estudos de revisdo foram
excluidos.

Todas as analises foram realizadas independentemente por dois autores e as
discordancias que por ventura ocorreram foram resolvidas por consenso entre 0S

pesquisadores ou pela avaliagcdo de um terceiro autor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 150 artigos foi encontrado na pesquisa e ap6s a exclusdo dos artigos
duplicados e aplicacdo dos critérios de inclusdo, apenas 34 foram avaliados detalhadamente.
A figura 1 mostra um esquema das escolhas dos artigos estudados.

Figura 1 - Delineamento da escolha dos estudos
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BVS Science Direct Scielo
(n=85) (n=31)
(n=34)
| ‘ Total de artigos
(n=150) Artigos duplicados
q (n=25) )
[ Total de artigos
=125 Aurtigos eliminados pelo
titulo e resumo (n=91)

Artigos incluidos

(n=34)

Legenda: BVS - Biblioteca Virtual em Saude; Scielo - Scientific Electronic Library Online; n
—ndmero de artigos.

A maioria dos estudos encontrados buscou a pesquisa e comprovacao das diversas
acOes farmacolodgicas promovidas pela B. forficata, principalmente a partir dos extratos desta
planta. Alguns artigos trataram apenas do isolamento e purificagdo dos constituintes
fitogquimicos (30%), outros isolaram os constituintes e ainda testaram sua acao farmacoldgica
(6%). Também foram encontrados estudos etnofarmacoldgicos que buscaram o conhecimento
popular sobre o uso desta espécie vegetal. A distribuicdo geral dos estudos incluidos

encontra-se representado na figura 2.

Figura 2: Distribuicdo geral dos estudos

Distribuicio geral dos estudos

W Acdo farmacolégica

@Agdo farmacologica ¢ perfil
fitoquimico

® Perfil fitoquimio

W Acdo fanmacologica e
etnofarmacologica

@ Etnofammacologico

Aspectos Farmacologicos



19

Dentre os artigos incluidos, 55% estudaram a presenca de atividades farmacoldgicas

presentes na B. forficata L. A acdo hipoglicemiante foi a mais pesquisada estando presente em

12 dos 20 estudos encontrados sobre acéo farmacoldgica.

O fato de a maioria dos estudos buscarem uma comprovagdo da atividade

hipoglicemiante desta planta estd relacionado ao seu largo uso pela populagdo para esta

finalidade. A comprovacao de que o uso da planta ndo provoca toxicidade ou efeitos adversos

quando utilizados em grupos como gestantes € outro fator que leva a sua pesquisa. A maioria

dos estudos presentes nesta revisdo sistematica apresentaram resultados positivos para

presenca de acdo hipoglicemiante nesta espécie. Foram encontradas pesquisas em diferentes

modelos animais normoglicémicos e hiperglicémicos utilizando diferentes solucGes extrativas

e compostos isolados como tratamento. Estes dados podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1 — Pesquisas sobre as evidéncias da atividade farmacoldgica da Bauhinia forficata Link.

HIPOGLICEMIANTE

Autor e Ano

Silva et al.
(2002)

Pepato et al.

(2002)

Pepato et al.

(2004)

Jorge et al.
(2004)

Lino et al.
(2004)

Souza et al.
(2004)

Vasconcelos et

al. (2004)

Método utilizado
SE: Fracdo n-butanol do extrato hidroacélico das folhas; Ensaio in vivo:
Ratos albinos machos Swiss diabéticos (induzidos por aloxano mono-
hidratado-70mg/Kg) e ratos normais tiveram sua glicemia avaliada apés
a administracdo da fragdo extrativa. As doses utilizadas foram: 400,
500, 600 e 800 mg / kg

SE: extrato aquoso (decoccdo das folhas-150g/l); Ensaio in vivo: ratos
wistar diabéticos induzidos por streptozotocina e ndo diabéticos
receberam em média 35,2 + 7,8 ml/100 g de peso corporal por
aproximadamente 30 dias.

SE: extrato aquoso (decocto) das folhas (150¢/l). Ensaio in vivo: G1-
ratos normais e estreptozotocina-diabéticos receberam a SE; G2- ratos
normais e diabéticos induzidos receberam agua. Ambos por via oral
durante 33 dias. A atividade sérica da toxicidade foi avaliada através dos
marcadores lactato desidrogenase, creatina quinase, amilase, enzima
conversora de angiotensina e bilirrubina

SE: Fraccdo de n-butanol do extrato hidroetanélico das folhas; Ensaio in
vivo dos efeitos da kaempferitrina isolada da SE. Ratos wistar diabéticos
induzidos por aloxano receberam G1-100mg/kg de kaempferitrina e G2-
0,5 ml de solucéo hidroetandlica 1% por gavagem e foram avaliados por
24h.

SE: Extrato aquoso, etandlico e hexanico: In vivo: ratos diabéticos
induzidos por aloxano receberam durante 7 dias, doses de 200 e 400 mg /
kg de extrato oralmente.

SE: Fraccdo de n-butanol das folhas; Ensaio in vivo dos efeitos da
kaempferitrina isolado da SE. Ratos diabéticos induzidos por aloxano e
ratos ndo diabéticos: Dose: 50, 100 e 200 mg/kg de Kaermpferitrina.
Ensaio in vitro: DPPH e Mieloperoxidase

SE: extrato aquoso Bauhinia forficata L. (EABF) contra condigéo de
hiperglicemia promovida por o veneno do escorpido Tityus serrulatus
(TSV). Ensaio in vivo: TSV (500 ug / kg, ip) para indugdo; EABF (1 g/
kg, po), 24, 12 e 1 h antes e imediatamente apds TSV ou solucdo salina e
insulina em uma dose Unica (1,5 Ul / kg , sc) apos TSV.

Concluséo
Efeito hipoglicemiante em
ratos normais (500 e
600mg/Kg) e induzidos
em todas as dosagens,
sendo 800mg/Kg a mais
potente.
Efeito hipoglicemiante
observado nos ratos
diabéticos.

Potencial tratamento para
diabetes e ndo produz
efeitos toxicos
mensuraveis.

Efeito hipoglicemiante
comprovado.

Acéo hipoglicemiante
confirmada.

Acao hipoglicemiante e
antioxidante observada.

Reduz a hiperglicemia
induzida por TSV. Porém,
n&o neutraliza otros
fatores provocados pelo
envenamento, 0 que 0
torna ndo indicado nesta
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Damasceno et
al. (2004)

Menezes et al.
(2007)

Volpato et al.
(2008)

Moraes et al.
(2010)

Cunha et al.
(2010)

Autor e Ano
Souza et al.
(2004)

Silva et al.
(2007)

Khalil et al.
(2008)
Souza et al.
(2009)

SE: Extrato aquoso das folhas; Ensaio in vivo: ratos Wistar Fémeas
diabéticas (induzidas por estreptozotocina) virgens foram acasaladas
com ratos Wistar machos ndo diabéticos e esperado operiodo
gestacional. Uma vez nesta condicéo, foram divididos em 4 grupos: G1
= nao diabéticos; G2 = ndo diabéticos tratados com extrato de B.
forficata; G3 = diabético e G4= diabéticos tratados com extrato de B.
Forficata L. O tratamento foi administrado oralmente, por gavagem e as
doses foram de 500, 600 e 1000 mg / kg consecutivamente.
SE: Extrato aquoso das folhas. Ensaio in vivo: Camundongos
normoglicémicos (n=8) receberam 0,1 ml de extrato/10g de peso e sua
glicemia foi avaliada 2, 4, 6 e 8 horas ap6s a administracdo do extrato. O
grupo controle recebeu apenas &gua destilada.
SE: Extrato aquoso das folhas. Ensaio in vivo: ratas Wistar gravidas
diabéticas (induzido por streptozotocina) e ndo diabéticas. Em dosagens
crescentes foram administradas 500, 600 e 1000 mg / kg do extrato aos
seguintes grupos: G1 = ndo diabéticos (n = 13); G2 = ndo diabéticos
tratados com B. Forficata (n = 13); G3 = diabéticos (n = 18); G4 =
diabéticos tratados com Bauhinia forfica (n = 16).
SE: Extrato aquoso das folhas (infusdo). Ensaio in vivo: portadores de
Diabetes Melitus tipo 2 (n=20). G1= Faz uso de infuséo de folhas de B.
forficata; G2 = ndo faz uso. Foi realizada quinzenalmente, durante 75
dias, a avaliacdo da glicemia em jejum através do Human Gene Therapy
(HGT).
SE: Extrato hidroalcodlico das folhas, posteriormente secos em estufa
(ESE) e em Spray dryer (ESP) e na forma de granulado (EUG). Ensaio
in vivo: ratos diabéticos induzidos por streptozotocina. Os ratos (n =
6/grupo) foram divididos: G1 - normais tratados com veiculo (salina, 3
ml / kg), G2 - diabéticos tratados com veiculo (salina, 3 ml / kg), G3 —
diabéticos tratados com glibenclamida (5 mg / kg); G4 - diabéticos
tratados com ESE (200 mg / kg). ; G5 - diabéticos tratados com ESP
(200 mg / kg ) e G6 - diabéticos tratados com EUG (200 mg / kg ).
ANTIOXIDANTE

Meétodo utilizado
SE: Fraccdo de n-butanol das folhas Bauhinia forficata; Ensaio in vivo
dos efeitos de Kaempferol-3, 7-O-(alfa)-dirhamnoside (kaempferitrina)
isolado da SE. Em ratos diabéticos induzidos por aloxano e ratos ndo
diabéticos: Dose: 50, 100 e 200 mg/kg de Kaermpferitrina. Ensaio in
vitro: DPPH e Mieloperoxidase
SE: composta por metanol, etanol, 4gua destilada e acido cloridrico (69:
20:10:1, v: v: v : v) em contato com as folha, casca e caule. Teste in
vitro: Fenois totais - método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. A
actividade antioxidante foi determinada pelo ensaio TEAC utilizando-se
os catides radicais ABTS e ORACkorescein-
SE: Extrato aquoso (decoccédo) das folhas e posterior secagem por
liofilizac&o. Ensaios in vitro: ABTS; NADH/PMS//NBT; MPO
SE: Extrato hidroalcodlico das folhas e posterior secagem por spray dyer
e leito do jorro. Ensaios in vitro: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil radical
(DPPH) e inibicdo da peroxidacéo lipidica induzida por Fe +2 (LPO)

situacgéo.
N&o houve controle da
hiperglicemia materna.

Acdo hipoglicemiante
confirmada.

N&o houve agdo
hipoglicemiante.

Acdo hipoglicemiante
confirmada.

A secagem do extrato ndo
alterou sua atividade
hipoglicemiante e nem o
seu teor de flavonoides.

Conclusao
Acéo hipoglicemiante e
antioxidante observada.

Relagdo existente entre a
presenca de flavonoides e
o0 potencial antioxidante.

Acdo antioxidante
detectada.

Acdo antioxidante
detectada em ambas as
técnicas.

ANTIMALARICA, ANTICOAGULANTE, ANTIBACTERIANA, ANTIFUNGICA, ANTIPROLIFERATIVA

Autor e Ano
Deharo et al.
(2001)

Souza et al.
(2004)

Oliveira et al.

Método utilizado
SE: extrato etandlico da casca; Ensaio in vivo: camundongos swiss
infectados com células parasitadas receberam tratamento durante 3 dias
nas doses crescentes de 100 a 500mg/kg. A supressao da maléria foi
analisada através de esfregaco sanguineo.
SE: extrato metandlico das partes aéreas; Ensaio in vitro: Teste de
difusdo de disco contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae
SE: Extrato aquoso das partes aéreas: Ensaio in vitro: enzina serina

Concluséo
Né&o apresentou acdo
antimaldrica.

Né&o apresentou atividade,
0S microorganismos
testados foram resistentes
ao extato.

Elevado potencial
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(2005) protease foi isolada do veneno e misturada ao extrato. Todas as misturas  anticoagulante, mas néo
foram incubadas durante 30-60 mina 37 ° C e as aliquotas foram testadas  indicado para a
em sistemas de teste diferentes. A atividade de coagulacéo foi testada neutraliza¢do do veneno.
com 200pL de plasma humano.

LIM et al. O composto HY52 (FM= C1;H3,0,N,) foi isolado apartir de extrato Inibiu a proliferacéo

(2006) etandlico das folhas e testado, quanto a atividade antiproliferativa frente  celular, mantendo-as na
as células de HelLa (adenocarcinoma cervical humano)- Ensaio in vitro fase G1.

Svetaz et al. SE: extrato etan6lico; Ensaio in vitro: Técnica de Microdilui¢do para Acdo antifingica contra

(2010) Candida albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Trichophyton rubrum;
Cryptococcus neoformans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Trichophyton
Aspergillus niger, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,  mentagrophytes;
Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum Epidermophyton

floccosum.
Silva et al. Elucidacéo de uma nova lecitina, denominada BFL, extraida e purificada  BFL apresentou acdo
(2012) a partir de sementes de B. Forficata e teste in vitro de sua agéo anticoagulante.

anticoagulante.

Legenda: ABTS - 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); PMS - Phenazine methosulfate; NBT - Nitroblue
tetrazolium; NADH- Nicotinamide Adenine Dinucleotide. TEAC - trolox equivalent antioxidant capacity; ORACkorescein -
oxygen radical antioxidant capacity using fluorescein as fluorescent probe; FM — Férmula Molecular

O Diabetes é uma condicdo patoldgica de etiologia multifatorial que se caracteriza
pela manutencdo de niveis elevados de glicemia, o que provoca disturbios no metabolismo
dos carboidratos, lipidios e proteinas. A auséncia total ou parcial da insulina e/ou a deficiéncia
funcional dos receptores durante a absorcdo da glicose sdo fatores que podem promover esta
condicdo (DSBD, 2009). Muitas plantas sdo utilizadas como tratamento desta condi¢do
patoldgica e estudos etnofarmacoldgicos evidenciam o uso da B. forficata L. pela populacdo
(Silva et al. 2002; Souza et al. 2004).

Os primeiros ensaios sobre a atividade hipoglicemiante desta espécie vegetal foram
realizados por Juliani em 1929 e 1931 e demonstraram efeitos positivos em pacientes
diabéticos (Juliani 1941 & Lima 2009). A partir de entdo varios estudos foram realizados
utilizando-se diferentes modelos animais e também diferentes preparacdes a partir da
B.forficata.

Em estudo realizado por Silva et al. (2002) utilizando a fracdo n-butanol do extrato
hidrolcodlico da B.forficata foi evidenciado a presenca de acdo hipoglicemiante em ratos
normais e diabéticos induzidos por aloxano. O fato de apresentar esta acdo em ratos normais
levou a suposicao do possivel mecanismo de acdo ocorrer através de atraso do catabolismo da
insulina ou através de inibicdo da reabsorcdo da glicose pelos rins. Resultado semelhante foi
encontrado por Sousa et al. (2004) que também evidenciou acdo hipoglicemiante em ratos
normais e diabéticos induzidos, s6 que utilizando como teste um composto flavondide,
canferitrina, isolado a partir da fragdo n-butanolica de extrato hidroalcoolico das folhas de

B.forficata.
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Associado a agdo hipoglicemiante, Lino et al. (2004) demonstrou a redugdo de
pardmetros lipidicos em ratos tratados com extrato etanolico, aquoso e hexanico das folhas de
B. forficata.

A glicemia de jejum de pacientes diabéticos que fizeram uso de infusdo das folhas de
B. forficata durante 75 dias foi comparada a um grupo de portadores da doenga que nédo
fizeram uso do cha. Foi constatada reducdo significativa da glicemia no grupo usuario da
infusdo (Moraes et al. 2010). Este resultado corrobora com varios outros estudos, que também
testaram a acdo do extrato aquoso e hidroalcoolico das folhas de B. forficata em modelos
animais (ratos) normoglicémicos e diabéticos induzidos obtendo-se resultados satisfatérios
com relacdo a reducdo da glicemia (Pepato et al. 2002; Lino et al. 2004; Vasconcelos et al.
2004; Menezes et al. 2007). No entanto, quando estudada esta acdo frente ratas gravidas,
Damasceno (2004) e Volpato (2008) mostraram que 0 extrato aquoso ndo apresentou acao
hipoglicemiante nas doses testadas. Porém, o extrato foi considerado seguro e atuou
aumentando os niveis da glutationa reduzida (GSH) nos ratos diabéticos, o que pressupde um
melhora nos efeitos oxidativos provocados pela condicao de hiperglicemia.

Os flavonoides sdo os principais constituintes fitoquimicos desta espécie vegetal e a
eles sdo atribuidas as principais razfes pela acdo hipoglicemiante presente na B. forficata
Porém, ainda existem muitas controvérsias com relacdo ao mecanismo de a¢do pelo qual estes
compostos agem (Lino et al. 2004; Cunha et al. 2010). Embora maioria dos estudos comprove
acao redutora da glicemia do extrato de B. forficata, alguns trabalhos apresentam resultados
discordantes, o que pode ser explicado por diversos fatores como: o protocolo experimental
utilizado, a metodologia de obtencgéo dos extratos, condi¢cbes ambientais, sazonais e de coleta
da planta, além do cultivo e armazenamento da mesma. Todos estes fatores podem influenciar
qualitativamente e quantitativamente na presenca dos metabdlitos caracteristicos da planta
importantes para o desenvolvimento da acdo farmacoldgica (Silva et al. 2002; Pepato et al.
2010; Marques et al. 2012).

A pesquisa por compostos com potencial para inibir ou reduzir danos oxidativos
provocados por radicais livres no corpo humano é cada vez mais real, uma vez que um grande
namero de doencas pode estar relacionado a esta condic¢do. Os radicais livres podem causar
danos oxidativos por oxidacdo de biomoléculas, que resultam em morte celular e
consequentemente dano tecidual (Brighente et al. 2007; Moein et al. 2007).

A determinacdo da capacidade antioxidante in vitro de extratos e da Kaempferitrina,
isolada a partir das folhas de B. forficata foi evidenciada em varios estudos (Sousa et al. 2004;

Silva et al. 2007; Khalil et al. 2008; Sousa et al. 2009). Os flavonoides séo responsaveis pela
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atividade antioxidante presente em varias plantas e esta relacdo foi estudada e comprovada
para extratos de B. forficata por possuir muitos flavonodides em sua constitui¢do (Silva et al.
2007).

Uma caracteristica muito promissora com relacdo aos estudos farmacol6gicos com
esta planta foi a comprovagdo da manutencdo de flavonoides e de acdo antioxidante e
hipoglicemiante em extratos que sofreram processos de secagem. A secagem de extratos
vegetais € de extrema importancia para o desenvolvimento de formas farmacéuticas
intermediarias e finais, pois aumenta a estabilidade fisico-quimica e reduz o indice de
contaminacdo microbiana que é facilmente encontrado nos extratos fluidos. Em secagem
realizada pelos métodos de spray dryer e leito do jorro houve comprovacdo da agdo
antioxidante no extrato seco obtido. A secagem por spray dryer promoveu uma maior
degradacédo de flavonoides totais do que a secagem pelo leito do jorro, no entanto ambos 0s
extratos secos apresentaram atividades antioxidantes semelhantes. Apesar de uma maior perda
de flavonoides pelo método de spray dryer, possivelmente pelas altas temperaturas, a
capacidade antioxidante similar dos extratos secos pode estar relacionada a suposta formacéo
de produtos de reacdo de Maillard que podem ter contribuido de maneira individual ou em
sinergismo com antioxidantes naturais para melhorar as caracteristicas antioxidantes globais
do produto (Souza et al. 2009).

Extratos fluidos hidroetanélicos também foram submetidos a secagem em estufa e em
spray dryer e foi observado que além do teor de flavonoides preservado foi demonstrado acao
hipoglicemiante em modelo animal diabético-induzido (Cunha et al. 2010).

Outras atividades farmacoldgicas foram buscadas em experiéncias com esta espécie
vegetal comprovando a presenca de acdo anticoagulante e antifingica para o extrato aquoso e
etanolico, respectivamente, das folhas de B. forficata (Oliveira et al. 2005; Svetaz et al. 2010).
E ainda, a inibicdo da progressdo do ciclo celular de células HelLa, linhagem de células
humana, por um composto isolado da planta, denominado pelos autores HY52 (C17H3002N5)
(Lim et al. 2006).

Estudos incluidos nesta pesquisa que buscaram a presenca de atividade antimalarica e
antibacteriana ndo apresentaram resultados positivos para estas acées. No entanto, apenas um
estudo foi encontrado para cada situacdo, o que leva a necessidade de mais estudos em
condigdes experimentais diferentes, para a confirmagdo da inexisténcia ou presenca desta

acdo farmacologica.
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Perfil Fitoquimico

Estudos relacionados a pesquisa e elucidacdo dos constituintes fitoquimicos da B.
forficata totalizaram 30% dos estudos encontrados. O primeiro a descrever qualitativamente
através de reacdes colorimétricas e de precipitacdo os constituintes presentes no extrato das
folhas de B. forficata foi Miyake et al. (1986). Neste estudo foram encontrados alcaloides,
flavonoides, 6leo essencial, mucilagens e taninos.

Posteriormente, varios estudos foram realizados com a finalidade de isolamento e
quantificacdo destes diversos compostos. A tabela 2 mostra os estudos que trouxeram a
pesquisa e isolamento dos principais compostos fitoquimicos da B. forficata.

O género Bauhinia é caracterizado pelo acimulo de flavonoides livres e glicosilados,
sendo que para a Bauhinia forficata os principais compostos relatados compreendem
glicosideos canferdlicos e quercetinicos isolados principalmente das folhas (Pizzolatti et al.
2003; Ferreres et al. 2012 ).

O flavonoide canferitrina foi encontrado em varios estudos e € considerado marcador
quimico para controle de qualidade em preparacdes com folhas de B. forficata (Pinheiro et al.
2006; Menezes et al. 2007; Engel et al. 2008; Ferreres et al. 2012).

A presenca de Gleos volateis em folhas de varias espécies do género Bauhinia foi
estudada por Duarte- Almeida (2004). Neste estudo foi evidenciado a presenca de
monoterpenos e sesquiterpenos na espécie B.forficata. Ainda neste estudo o autor sugere que
a ocorréncia de sesquiterpenos como constituintes predominantes € uma caracteristica

quimica do género Bauhinia.

Tabela 2: Constituintes fitoquimicos presentes na B. Forficata Link.

Autor e Ano Parte da planta e método Constituintes presentes
utilizado
Miyake et al. Folhas/qualitativo - racbes Alcaloides, flavonoides, 6leo essencial, mucilagens e
(1986) colorimétricas e de precipitacdo taninos.
Silva et al. Folhas/Isolamento por B -sitosterol e Kaempferitrina
(2000) cromatografia ~ de  coluna e

identificacdo por espectroscopia

Pizzolatti et Folhas e Flores/Isolamento por Folhas: kanferol, 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol,
al. (2003) Cromatografia de coluna e Hidrélise  3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilquercetina, 3-0-[b-D-
acida e identificagcdo por técnicas glucopiranosil-(1  6)-a-L-ramnopiranosil]-7- O-a-L-
uni e bidimensionais de RMN de *H  ramnopiranosilkanferol e  3-O-[b-D-glucopiranosil-(1

ede®C; 6)-a-L-ramnopiranosil] -7-O-a-L-
ramnopiranosilquercetina Flores: 7-O-a-L-

rhamnopyranosylkaempferol.
Duarte- Folhas/ Extracdo de Oleos volateis Monoterpenos (a-Pineno, Sabineno,  f-Pineno, f-
Almeida et por destilagdo a vapor e andlise por Ocimeno); Sesquiterpenos (a-Copaeno, B-Elemeno, B-
al. (2004) CG/MS Cariofileno, vy-Elemeno, germacrenobiciclico, a-

humuleno e isdmeros do copeno.
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Faria et al.
(2004)

Pinheiro et

Sementes/ Isolamento por extracoes
sucessivas para obtencédo de lipidios
e proteinas.

Folhas/ Cromatografia Liquida

Fracéo lipidica: Acido linoleico, Acido palmitico, Acido
estearico, Acido oléicoe e Acido gonddico; Frago
proteica: Globulinas; Glutelinas Basicas, Prolaminas,
Glutelinas Acidas e Albuminas.

Kaempferitrina

al. (2006)

Menezes et Folhas/ HPLC e RMN Quercetina-3,7-O-dirhamnosido e kaempferol-3,7-O-
al. (2007) dirhamnosido

Engel et al. Folhas/CCD e CLAE Kaempferitrina

(2008)

Andrade et Folhas/ Isolamento e purificacdo a Uma nova cisteina proteianase denominada Baupain.

al. (2011) parir de precipitado acetdnico, por

cromatografia em sephadex G-25,
canacistatina-sepharose, e em Con
A-Sepharose.
Marques et Folhas/ HPLC Kaempferitrina
al. (2012)
Ferreres et

al. (2012)

Fohas/HPLC Flavonoides: Quercetin-3-O-(2-rhamnosyl)rutinoside-7-
O-rhamnoside; Kaempferol-3-0-(2-
rhamnosyl)glucoside-7-O-rhamnoside; Kaempferol-3-O-
(2-rhamnosyl)rutinoside-7-O-rhamnoside; Quercetin-3-
O-rutinoside-7-O-rhamnoside; Kaempferol-3-(2/3/4-di-
rhamnosyl) glucoside; Kaempferol-3-O-(2-rhamnosyl)
rutinoside; Kaempferol-3-O-rutinoside-7-O-rhamnoside;
Quercetin-3,7-di-O-rhamnoside; Quercetin-3-0-
rutinoside; Kaempferol-3-O-robinoside; Kaempferol-3,7-
di-O-rhamnoside; Kaempferol-3-O-rutinoside;
Kaempferol-3-O-rhamnoside

Fraccionamento com lecitina

sulfato de amédnio; DEAE-

Sephadex; Sepharose-4B e

Superdex 75.Purificacdo através de

HPLC.

Silva et al. Sementes/ uma nova

(2012)

Isolamento e purificagdo de
denominada BFL

Legenda - CG/MS — Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometro de massa; CCD — Cromatografia de Camada Delgada;
CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; HPLC- Hight liquid cromatography; RMN- Ressonancia Magnética
Nuclear

Abordagem Etnofarmacoldgica

A etnofarmacologia é o ramo da etnobiologia/etnobotanica que trata das praticas médicas,
especialmente remédios, usados em sistemas tradicionais da medicina. A definicdo mais aceita da
etnofarmacologia ¢ “a exploracdo cientifica multidisciplinar dos agentes biologicamente ativos,
tradicionalmente empregados ou observados pelo homem” (Elizabetsky 1999; Oliveira 2008). Este
conhecimento direciona a comunidade cientifica a pesquisar 0s constituintes responsaveis pelas acdes
farmacoldgicas obtidas até entdo pela utilizagdo empirica e tradicional das plantas medicinais. A partir
de entdo sdo realizados os diversos estudos experimentais em diferentes modelos para o
estabelecimento da comprovacéo cientifica que pode ser positiva ou nao.

A Bauhinia forficata Link é amplamente utilizada pela populagdo para as mais diversas
finalidades terapéuticas, sendo consagrada pelo seu uso como hipoglicemiante. Os estudos

etnofarmacoldgicos encontrados nesta pesquisa apontaram seu uso popular para outras finalidades
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terapéuticas como redutor do colesterol e da pressédo arterial, diurético e antimicrobiano (Di Stasi et al.
2002; Souza et al. 2004; Ferreira et al. 2009). Estes dados podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3: Estudos etnofarmacoldgicos envolvendo a Bauhinia forficata Link.

Autor e Ano Parte utilizada / Finalidade Terapéutica
Di Stasi et al. (2002) Folhas/Hipoglicemiante, Diurético, Presséo alta
Souza et al. (2004) Folhas / Antimicrobiano
Ferreira et al.(2009) Folhas/Hipoglicemiante, Colesterol alto, Presséo alta

Esta revisdo sistematica mostrou que ja existem evidéncias cientificas
experimentais que comprovaram a agdo hipoglicemiante e antioxidante da Bauhinia forficata
L., além de outras acOes terapéuticas ja mencionadas. A comprovacao da acdo antibacteriana,
apesar de citada pela medicina popular, ndo foi comprovada por Souza et al. (2004) em seus
estudos com o extrato metanolico das partes aéreas desta espécie vegetal, ndo promovendo
inibicdo do crescimento de algumas espécies de fungos e bactérias. Assim, outros estudos
devem ser realizados em outras condig¢des para a pesquisa desta agéo.

CONCLUSAO

Através desta revisdo sistematica foi evidenciado o grande potencial farmacoldgico da
Bauhinia forficata Link, principalmente no que se refere a sua ag&o auxiliar no tratamento do
diabetes, uma vez que muitos estudos mostraram resultados positivos para esta agéo.

Evidéncias sobre sua acdo antioxidante também foram encontradas, além de
isolamento e elucidacdo de muitos compostos importantes para o desenvolvimento destas
acbes farmacologicas, sendo os glicosidios canfer6licos e quercetinicos os principais
constituintes responsaveis por estas agoes.

Como perspectivas para o0 uso da B. forficata Link, estes resultados apontam o
promissor potencial para o desenvolvimento de formas farmacéuticas a partir desta espécie

vegetal.
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APLICACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS NA CARACTERIZACAO DE
DROGAS VEGETAIS E EXTRATOS SECOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE
FITOTERAPICOS

RESUMO

Nos ultimos anos, 0 aumento do uso de fitoterapicos pela populacdo exige o desenvolvimento de
diversos estudos, 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
proximo e espectroscopia Raman), cromatograficos (cromatografia de camada delgada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa), microscopia eletrénica de
varredura, determinacdo de umidade residual, higroscopicidade, determinacdes de area superficial
especifica e tamanho de particula a laser.

Palavras — chave: Controle de qualidade, Drogas vegetais, extratos secos, 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, analitical methodologies.

INTRODUCAO

A fitoterapia compreende uma pratica terapéutica comumente utilizada e representa o
tipo de tratamento mais acessivel para uma parcela significativa da populagdo (Klein et al.,
2009; Souza-Moreira et al., 2010). Atualmente, este mercado tem movimentado altos valores
financeiros em todo o mundo (Souza-Moreira et al.,2010). Em 2010, por exemplo, 0 mercado

mundial de fitoterdpicos movimentou cerca de US$ 44 bilhdes, enquanto que, no Brasil,
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apesar de ndo existirem dados oficiais, as estimativas apontaram 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 (Mendezet al., 2011). Este
desenvolvimento inclui uma série de etapas, tais como cultivo, coleta, secagem, moagem,
extracdo e formulacdo e envolve um processo interdisciplinar, multidisciplinar e
interinstitucional (Toletoet al., 2003; Borella et al., 2010). Consequentemente, se essas etapas
ndo forem realizadas de forma satisfatdria, poderdo gerar alteragdes na composi¢do quimica
das substancias ativas, interferindo na qualidade do produto final (Borellaet al., 2010).

Portanto, 0 emprego de espécies vegetais como matéria-prima para producdo de
medicamentos, tem como pré-requisito a padronizacdo das drogas e extratos vegetais atraves
de diferentes técnicas, a fim de estabelecer suas especificacdes de qualidade e garantir seus
critérios de eficécia 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 e espectroscopia Raman), cromatograficos (cromatografia de
camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa), microscopia
eletronica de varredura, determinacdo de umidade residual, higroscopicidade, determinacdes

de area superficial especifica e tamanho de particula a laser.

TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Métodos Espectrométricos

Espectrofotometria no ultravioveta-visivel

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

Tendo em vista que 0s niveis energéticos das moléculas sdo quantizados, a absor¢édo

de energia pode ser considerada como um processo especifico relacionado com a estrutura da
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espécie absorvente, a qual determina a energia envolvida na transi¢éo, 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.

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 complexagdo do &cido rosmarinico com ions zirconio (IV), dando um méaximo
de absorvancia a 362 nm. O método demonstrou ser mais rapido, barato e seletivo que 0s
métodos convencionais para o doseamento desse composto.

Zhu e colaboradores (2009) quantificaram flavonoides por meio de espectrofotometria
UV/VIS com o sistema cromogénico de NaNO,-Al (NO3)3;-NaOH em Portulacaoleracea L.,
uma tradicional planta medicinal da China. Por sua vez, Yue colaboradores (2008)
desenvolveram um método simples, répido e eficiente para a determinacdo de flavonoides
totais em Scutellaria barbata D. Don. Uma extracdo ultrassonica dindmica foi realizada em
um espectrofotdmetro acoplado ao extrator, tendo como vantagem a pequena quantidade de
amostra requerida (5 mg) e o rapido tempo de extracdo (12,5 min).

Carvalho e colaboradores (2008) desenvolveram um estudo espectrofotométrico na
regido do UV/VIS aliado a uma prospeccdo fitoquimica para diferentes estagios fenologicos
da Brassicasp. O perfil espectrofotométrico das concentracdes 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
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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 boténica de vegetais, como descrito no trabalho de Valladdo e colaboradores
(2009) para a identificacdo da Maytenussalicifolia, 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 reacoes e a identificacdo de seus
compostos intermediarios. O estudo deChen e colaboradores (2010),por exemplo, descreve o
uso desta metodologia para caracterizacao espectroscdpica dos cations formados na oxidacdo
de fendis.

Espectroscopia no infravermelho (1V)

A espectroscopia no 1V médio, em especial no modo de refletancia difusa, € uma
técnica muito 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 aoperacdo de solubilizacdo de amostras. A técnica de espectroscopia IV foi
utilizada satisfatoriamente em estudos dos compostos fendlicos de Leiothrixflavescens
(Bong.) Ruhland (Eriocaulaceae)(Maluf et al., 2010; Silva et al., 2007; Cunha-Filho; S&-
Barreto, 2007).

A espectroscopia no infravermelho proximo tambémvem sendo amplamente utilizada
na inddstria farmacéutica, inclusive na identificacdo de matéria-prima vegetal, produtos
acabados e quantificacdo de principios ativos (Gonzalez &Pous, 1995;Blanco, Coelho
&lturriaga; 1998). A identificacdo é baseada na aplicacdo dos métodos quimiométricos aos
espectros de infravermelho proximo e permite melhor separacdo dos constituintes das
amostras em relagdo & Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), além dos
metabolitos serem separados de acordo com o grupo funcional (Deisingh, 2005; De Almeida,
2006).

A espectroscopia no infravermelho proximo é um método quali-quantitativo rapido,
ndo destrutivo, ndo requer reagentes e ainda traz a impressdo digital de toda matriz. Em
contrapartida, as desvantagens deste método para identificacdo de drogas sdo 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
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(Woo et al., 2005; Woo et al., 1999).Esta técnica foi capaz de identificar o marcador
decursina na amostra coreana de AngelicaegigantisRadix, distinguindo-a da espécie chinesa
(Woo et al., 2005). Além disso, as espécies chinesas e coreanas de Astragalusmembranaceus
e Ganodermalucidum foram diferenciadas quanto a origem ap6s segunda derivatizacdo do
espectro de infravermelho proximo por reflectancia. Os espectros também foram
diferenciados utilizando o algoritmo componente principal (Woo et al., 1999).

Chen & Sorensen, (2000) e Wang et al., (2005) desenvolveram um método por
espectroscopia por infravermelho préximo para quantificacdo de acido glicirrizico em raizes
secas de Glycyrrhizauralensis. Os métodos tiveram precisdo e exatiddo semelhantes ao
CLAE. A espectroscopia de infravermelho proximo com o auxilio de correlagéo
multiplicativa de sinal e filtro derivativo de Norris foi utilizada para classificacdo de amostras
de alcacuz de acordo com condicdes 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 abundéncia das
publicacBes recentes que tratem das aplicacdes desta técnica, o numero de estudos
quantitativos ainda é limitado. Os trabalhos existentes demonstram suas vantagens em
comparacdo ao 1V, sobretudo por ndo haver interferéncia de agua nos espectros. No entanto, o
alto custo do equipamento e a complexidade dos lasers e dos sistemas de detectores
representam algumas se suas desvantagens (Aaltonenet al., 2008).

A técnica foi utilizada com sucesso em andlise dos frutos de Luffaoperculata (L) cogn.
para verificacdo de diferencas de composi¢do em funcéo de sua regido de origem (Aaltonen et
al., 2008; Cruz et al., 2006).

Metodos Cromatograficos
Cromatografia em camada delgada (CDD)

A CCD ¢é um dos metodos 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 adsorcdo liquido-sélido que promove a separagdo

dos compostos pela diferenca de afinidade das substancias da mistura pela fase movel e
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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 caracterizacdo quimica
qualitativa de diversos compostos em plantas, como exemplo, polifendis em Ipomoeapes-
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
revelacdo 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 o doseamento de metabdlitos
secundarios em materiais vegetais, sendo a CLAE uma das que alcanca maior destaque, em
virtude de sua maior sensibilidade, precisdo e exatiddo em relagdo aos outros métodos. Tal
técnica permite a realizacdo de uma analise quimica aprofundada de grupos de moléculas de
varias 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 termica (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 s@o
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.



36

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 (BRASIL, 2010).

Com a finalidade de solucionar problemas analiticos ou preparativos nas analises por
CLAE é necessario além de uma instrumentacdo adequada uma combinagdo correta das
condicBes experimentais, tais como: escolha da composicdo das fases estacionaria e mével,
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 resolugdo e separacdo dos picos (Ciolo,
1998).

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

Na literatura tem sido relatado diversos estudos para a determinacédo de flavondides em
espécies vegetais. Chen et al (2007) realizaram a determinacdo de 15 flavondides, a partir de
uma espécie de Herba epimedii (familia Berberidaceae). E valido salientar que a
determinacdo quantitativa de flavondides glicosidicos individuais é 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 anélise e dificuldades inerentes a otimizacdo das
condi¢Bes cromatograficas. Por esse motivo, & muito comum o uso da hidrdlise dos
glicosidios para liberar as agliconas para determinacdo dos flavondides (Hoffmann-ribani;
Rodriguez-amaya, 2008; César et al 2007).

Estudos também tém mostrado a utilizacdo dessa técnica analitica na verificagdo 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 po de guarana (Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae).

Concomitante a esse estudo, os autores realizaram a comparagdo da metodologia por CLAE



37

com o método espectrofotométrico para a determinacdo dos mesmos componentes. A partir da
avaliacdo das metodologias, pode-se concluir que o emprego do método cromatogréfico é
mais indicado no controle de qualidade do guarana em p0, por ser uma técnica precisa,
sensivel, especifica e rapida. Estudos realizados sobre o perfil de flavondides e alcal6ides 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(Miller, 2006).

Lopes e colaboradores (2009) desenvolveram um método analitico por CLAE para a analise
dos flavan-3-6is  presentes em  extrato  semipurificado das cascas de
Stryphnodendronadstringens,  Stryphnodendronpolyphyllume  Stryphnodendronobovatum.
Utilizaram solucBes-padrdes 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 isdmeros, haja vista que € praticamente impossivel disso
ser alcancado utilizando-se outras técnicas cromatograficas de eficiéncia limitada (Dias,
2011).

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 estacionaria liquida. Possui véarios detectores, sendo mais utilizados os
detectores por ionizacdo em chama e o de condutividade térmica, acoplados a espectrometros
de massa, o0 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 Tabernaemontanaangulata Mart. exMill. Arg. Apocynaceae; anélise qualitativa e
quantitativa em 0leos essenciais extraidos de folhas e galhos de Zanthoxylumsyncarpum Tull;
analise do perfil cromatografico de Mikaniaglomerata S. e analise qualitativa de 0leos
essenciais de folhas de Vernoniaremotiflora e Vernonia brasiliana (Degani; Cass; Vieira,
1998; De Assis et al., 2009; Vieira et al., 2009; Bueno & Bastos, 2009; Maia; Torres; Pessoa,
2010).
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Microscopia eletronica 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 sélidos, 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 (losioet 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 definicdes, 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 sdlida derivada. Neste caso, utilizando a
MEV, um estudo realizado por Petrovick e colaboradores (2010) em torno do extrato seco de
Achyroclinesatureioides apontou diferencas significantes entre o p6 obtido por spray-dried e
o granulado, apresentando este Gltimo forma irregular e superficie rugosa, mas com melhor
fluxo e melhores caracteristicas de compactacdo. Em contrapartida, as fotomicrografias para o
po revelaram a presenca de particulas esteroidais com superficie porosa e aspera, porém de
pequena dimensdo, cujo fluxo e a compactibilidade ndo se mostraram adequados para a
obtencdo de formas farmacéuticas derivadas, especialmente por compressao direta.

Em outras situacdes, as analises por MEV podem elucidar o aspecto estrutural da
mistura farmaco-excipiente sob determinadas condi¢des, conforme andlise realizada em torno
do extrato seco por aspersdo de Maytenusilicifolia, cuja adicdo do diéxido de silicio coloidal
30% (m/v) sob temperatura de aspersdo 180°C, contribuiram para a formacdo de particulas
esféricas, com menos aglomerados e distribuicdo granulométrica mais uniforme. Tais
condicgdes foram destacadas como fundamentais para o alcance de melhores propriedades de
fluxo dos produtos secos por aspersdo (Oliveira, 2009). Trabalho semelhante foi realizado
para 0 extrato de Glinus Lotoides com adicdo 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 granulacdo néo resultou em
mudancas estruturais (De Souza et al., 2007).

Silva, em 2010, analisou extratos secos obtidos por evaporacao rotativa, leito de jorro,
spray dryer e liofilizagdo de Peperomia pellucida L. (H.B.K.), através de MEV. Foi

observado que houve uma significativa melhora nas caracteristicas farmacotécnicas do po
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durante a secagem na preparagdo de extratos secos obtidos por spray dryer e leito de jorro,
devido & adicao de aerosil® & solugéo extrativa, como adjuvante de secagem.

A MEV foi também revelada como uma técnica aliada para avaliacdo morfologica 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
(Quintdo et al., 2011).

Além disso, a técnica pode auxiliar para estimar as condi¢cdes de producdo, 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
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
Tanacetumparthenium, detectou por MEV que o p6 deste extrato seco por spray dried
apresentou particulas esféricas homogeneamente distribuidas, comum a este processo de
secagem. Esta forma é 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 o0 desenvolvimento de novos pellets emulsionantes de
Phytocomplex silymarin, os quais apresentaram melhores caracteristicas (forma esférica,
superficie regular), sendo posteriormente selecionada a formulacdo com melhores resultados
(losioet 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
guimicasde dentro da célulasejam rapidamente liberadas para os solventes de
extracdo circundantes. Desta forma, o estudo com Radix astragali constatou que a extragéo
por micro-ondas apresentou maior interrup¢do 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 extracdo por refluxo de calor e

Soxhlet, onde houve pouca destruicdo da microestrutura de amostra, com presenca de
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algumas rupturas ligeiras na superficie. Na maceragdo 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 érea superficial das particulas pode estar relacionada as propriedades fisico-
quimicas e farmacoldgicas 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
granulos e pos (Silva, 2010).

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 determina¢do 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 médio 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 materia 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).
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Determinacgdo da umidade residual

A determinacdo da umidade residual nas matérias-primas vegetais € um ensaio de
grande relevancia do ponto de vista tecnolégico 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, aléem de favorecer a atividade hidrolitica de diversas
enzimas presentes nas células vegetais, possibilitando de tal modo a degradacdo dos
principios ativos pelos processos de hidrolise, mesmo em um curto espago 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 (Mendezet al., 2011). Por outro
lado, as drogas vegetais geralmente necessitam de uma quantidade minima de &gua para sua
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 excecOes
especificadas em monografias (Antonelli-Ushirobiraet al., 2004).

Sendo assim, esta determinagdo constitui um importante parametro de controle de
qualidade, sendo util como indicativo de eficiéncia de secagem, estabilidade e conservacéo
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, ja 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 operacGes 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 (Mendezet al., 2011).

Diversos métodos analiticos podem ser empregados na determinacdo de umidade
residual em matérias primas vegetais, destacando-se 0s seguintes ensaios: determinacdo de
umidade pelo método gravimétrico, determinacdo de agua pelo método azeotrdpico e pelo
método volumétrico (Karl Fisher), todos descritos na Farmacopeia Brasileira (2010) com
excecao do ultimo citado.

O método gravimetrico é tradicionalmente utilizado para avaliacdo da umidade
residual do pé e extratos secos de diversas espécies vegetais, tais como Arrabidaea chica
(Humb. &Bonpl.) B. Verlt. (pariri) (Alves et al., 2008), Cynarascolymus L. (alcachofra)
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(Mendez et al., 2011),CalendulaofficinalisL. (caléndula) (Nunes et al., 2009) e Paullinia
cupanaKunth (guarana) (Aradjo et al., 2006).

Em relacdo ao método gravimétrico, a balanca por infravermelho possui a vantagem
de requerer menor tempo para a realizacéo das analises, podendo ser mais Util para as analises
de controle de qualidade de um laboratério equipado onde 0 nimero 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 condicdes de secagem estabelecidas (Borges et al., 2005).

Migliato e colaboradores (2007) empregaram adequadamente este método para
determinacdo da umidade residual de frutos de Syzygium cumini (L.) Skeels (jamboldo) e
Borges e colaboradores (2005) evidenciaram através de validacdo que a determinacédo de agua
em analisador de umidade foi precisa, reprodutivel e exata para a analise das seguintes
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 0s parametros desta analise 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 obtencdo 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 leucoxylone Eucalyptus
globulus, apontando a vantagem do método para avaliacdo de plantas que contém Oleos
essenciais, tendo em vista que 0 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 variacoes de
massa da amostra (perda ou ganho) sdo monitoradas em funcdo da temperatura e/ou tempo,
enquanto a substancia é submetida a uma programacéo 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 variacbes de massa. Por essas
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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 termobalanca na qual a substéncia 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
medicéo simultanea da massa do analito (Farmacopeia Brasileira, 2010).

Em relagcdo 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 analise inerentes a manipulacdo das amostras séo minimizados,
ademais € possivel realizar a determinacdo simultanea dos teores de umidade e cinzas (Araujo
et al., 2006).

Da Silva e colaboradores (2001) avaliando o teor de umidade em amostras de pé 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.

Avaliacao da higroscopicidade

A avaliacdo da higroscopicidade consiste na determinacdo da estabilidade de pds
frente & umidade relativa em temperatura ambiente, sendo um dos pardmetros de sele¢do das
técnicas de secagem dos extratos vegetais liquidos, bem como de suas condi¢Oes de
armazenamento (Mendezet al., 2011). Um produto extremamente higroscopico, de acordo
com as condigfes ambientais de armazenagem do produto e da impermeabilidade da
embalagem, tende a entrar em equilibrio com as condi¢des 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 solidos porosos é
estudado por meio das equacBes que descrevem as isotermas de sor¢do de agua, que Sao

representacfes matematicas da relagdo existente entre o teor de umidade do material em
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equilibrio com diferentes valores de atividade de agua e uma determinada temperatura. O
conhecimento dessa relacdo de interdependéncia auxilia na identificagdo do tipo de forcas que
intervém na ligacdo da 4gua com os elementos de composic¢ao do produto, permitindo certas
avaliacOes da sua estabilidade, durante o armazenamento, podendo servir como parametro
indicativo de embalagens apropriadas para melhor conservagdo do produto e vida-de-
prateleira do produto industrializado. (Corréa; Janior; 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
observaram uma tendéncia de higroscopicidade do material em ambientes de elevada umidade
relativa, em virtude da rapida 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 mudanga na coloragéo e
observacao 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¢es de baixa umidade. Por sua vez, Anselmo; Mata; Rodrigues
(2008) apontaram a baixa higroscopicidade do extrato seco de urucum (Bixa Orellana L.),
através da determinacdo das isotermas de equilibrio higroscdpico 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
caracterizagdo 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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CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E FIiSICO-QUIMICA DAS FOLHAS DE
BAUHINIA FORFICATA LINK COLETADA EM DUAS REGIOES BRASILEIRAS

RESUMO

Folhas da espécie vegetal Bauhinia forficata Link, popularmente conhecida como pata de
vaca, apresentam amplo potencial terapéutico no tratamento do diabetes mellitus. Amostras
desta espécie vegetal, obtidas em duas regides do Brasil (Minas Gerais e Parand), foram
submetidas a caracterizagdo fitoquimica e fisico-quimica (granulometria, perda por
dessecacdo, teor de cinzas e teor de extrativos) para realizacdo de um estudo comparativo
entre plantas cultivadas em regides distintas. Para a caracterizacdo fitoquimica, extratos
metanolicos das amostras foram avaliados através de cromatografia de camada delgada para
pesquisa das principais classes de metabolitos secundarios. Enquanto que, para as analises
fisico-quimicas foram adotadas metodologias farmacopéicas. A analise estatistica dos dados
foi realizada através dos testes F de Fischer e t de Student. De acordo com a avaliacdo
fitogquimica foi possivel observar um perfil similar para ambas as amostras com a presenca
dos seguintes grupos: flavonoides, proantocianidinas, leucoantocianidinas, triterpenos,
esterdides, acucares redutores, além de substancias antioxidantes com bandas coincidentes as
dos compostos flavonoidicos. Por outro lado, as amostras apresentaram algumas propriedades
fisico-quimicas diferentes tais como granulometria e umidade residual em virtude da origem e
do processamento adotados pelos fornecedores. Ja os valores do teor de cinzas mostraram-se
dentro das especificacdes e ndo foi observada diferenca significativa para o teor de extrativos.
Os resultados obtidos neste trabalho contribuiram no processo de identificacdo e padronizacao
de parametros de qualidade para as folhas de B. forficata.

Palavras-chave: Bauhinia forficata Link, prospec¢do fitoquimica, caracterizacdo fisico-

quimica.

ABSTRACT

Leaves of the plant species Bauhinia forficata Link, popularly known as pata de vaca, have
broad therapeutic potential in treating diabetes mellitus. Samples of plant material obtained
from two regions of Brazil (Minas Gerais and Parand), were subjected to phytochemical and
physicochemical characterization (grain size, loss on drying, ash content and extractives). For
phytochemical characterization, methanolic extracts of samples were evaluated by thin layer
chromatography to search the main classes of secondary metabolites. While for the
physicochemical analyses were followed Pharmacopoeic procedures. The statistical analysis
was performed using the Fisher F test and Student t test. According to phytochemical
evaluation was observed one similar profile for both samples with the presence of following
groups: flavonoids, proanthocyanidins, leucoanthocyanidins, triterpenes, steroids, sugars, and
antioxidants with similar bands of flavonoid compounds. On the other hand, the samples
showed some different physicochemical properties such as particle size and content residual
moisture because of the origin and processing adopted by suppliers. In turn the values of ash
showed to be within specifications and there was no significant difference in the extractive
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content. The results of this work contributed to the process of identification and
standardization of quality parameters for the leaves of B. forficata.

Keywords: Bauhinia forficata Link, phytochemical prospecting, physicochemical

characterization.

INTRODUCAO

O emprego terapéutico de plantas medicinais e produtos fitoterapicos no Brasil vem se
consolidando nos ultimos tempos, representando, assim, um nicho bastante promissor para o
mercado farmacéutico (Aradjo et al., 2006; Couto et al., 2009). Em decorréncia do interesse
popular e institucional pelo segmento, 0 Ministério da Saude do Brasil instituiu em 2008 o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos dentro do Sistema Unico de Satde
(SUS) (Nunes et al., 2009), e mais recentemente divulgou uma Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), contendo 71 espécies vegetais com potencial
farmacoldgico. O objetivo consiste em direcionar as pesquisas cientificas e ampliar o rol de
fitoterapicos que hoje sdo financiados pelo Governo Federal (Ministério da Salde, 2009).
Dentre as espécies divulgadas na RENISUS, figuram alguns representantes do género
Bauhinia, sendo a Bauhinia forficata Link, umas das espécies mais estudadas no Brasil e que
apresenta maior nimero de pesquisas quanto a atividade hipoglicemiante (Silva & Cechinel
Filho, 2002).

B. forficata L. é considerada uma espécie nativa da América do Sul, distribuindo-se
pela Argentina, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Brasil; sendo que no Brasil, encontra-se
principalmente nas regides do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul (Pizzolatti et al., 2003;
Lusa & Bona, 2009). Na medicina popular a infusdo das folhas desta espécie é utilizada
predominantemente para tratamento do diabetes mellitus, sendo ainda empregada como
agente diurético, ténico, depurativo (Pizzolatti et al., 2003).

Diversos estudos pre-clinicos evidenciam a atividade antidiabética das folhas de B.
forficata L., atribuindo-a aos glicosideos flavonoidicos canferolicos e quercetinicos, e, em
particular, ao 3,7-di-O-a-L-rhamnopiranosilcanferol (canferitrina), marcador quimico,
presente somente nas folhas (Pepato et al., 2002; Jorge et al., 2004; Souza et al., 2004;
Vasconcelos et al., 2004; Cazarolli et al., 2006; Menezes et al., 2007; Engel et al., 2008; Da
Cunha et al., 2010).
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A definicdo de critérios de qualidade para as folhas de B. forficata L. é de suma
importdncia para garantir sua eficicia terapéutica e seguranca como matéria prima
farmacéutica, em virtude da complexidade de composi¢cdo dos insumos vegetais e das
variacOes ligadas as suas condicdes de cultivo e coleta, bem como, dos tratamentos
empregados para promover sua estabilidade (Barni et al., 2009).

Os paréametros de qualidade para fins farmacéuticos sdo, a priori, estabelecidos nas
Farmacopeias e Codigos Oficiais. No entanto, ainda hd uma escassez de monografias para
matérias primas de diversas espécies vegetais nativas, como é o caso da B. forficata L.
(Michelin et al., 2010).

Dessa forma, o propdsito deste trabalho foi realizar um estudo comparativo das
caracteristicas fitoquimica e fisico-quimicas (granulometria, perda por dessecacdo, teor de
cinzas e teor de extrativos) de amostras de B. forficata L. cultivadas em regides distintas do
Brasil (Minas Gerais e Parand), bem como estabelecer especificacBes iniciais de qualidade
que sirvam de parametro para seu controle de qualidade e que sejam empregados como

referéncia para assegurar a reprodutibilidade de estudos posteriores com esta droga vegetal.
MATERIAL E METODOS
Obtencéo e preparacao do material vegetal

As folhas de B. forficata L. foram obtidas em duas regifes do Brasil: Vicosa — MG e
Telémaco Borba — PR. O material vegetal de Vigosa foi coletado em dezembro/2009 na Vila
Gianetti, cuja identificacdo foi realizada pelo professor José Martins Fernandes e a exsicata
depositada no Herbario VIC, do Departamento de Biologia Vegetal, na Universidade Federal
de Vicosa, sob o n® 32513. J&4 o material vegetal oriundo de Telémaco Borba, foi coletado em
abril/2010 na Fazenda Monte Alegre e gentilmente cedido pelo fornecedor Klabin do Parana
Produtos Florestais Ltda, cuja identificacdo e deposito de exsicata foram realizados no
Herbario da Universidade Estadual do Maringa, sob registro n°® 150. A identidade de ambas as
amostras foram confirmadas no Jardim Botanico do Rio de Janeiro — RJ, Brasil, pela
especialista em identificacdo de espécies do género Bauhinia, Angela Vaz.

Na preparacdo da matéria prima vegetal, as folhas da regido de Vigcosa foram
submetidas a secagem em estufa, a uma temperatura de 45 °C, durante 72 h, e em seguida,

pulverizadas em moinho de facas (Bermar® BM30). Por sua vez, as folhas da regido de
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Telémaco Borba foram submetidas a secagem em estufa, a uma temperatura de 40 °C, durante

52 h, e posteriormente, pulverizadas em moinho industrial.

Prospeccao fitoquimica

Cerca de 5 g das folhas pulverizadas de B. forficata L. foram submetidas a infuséo
metanolica a 10% (v/v), sob agitacdo durante 30 min, para prospeccdo fitoquimica por
cromatografia de camada delgada (CCD). Aplicaram-se aliquotas (10 pL) dos extratos
metandlicos em placas cromatogréaficas de gel de silica (Macherey-Nagel®, Ref. 818 133),
empregando-se diversos sistemas eluentes e reveladores adequados, sumarizados na Tabela 1.
Para pesquisa de saponinas, realizou-se um teste de afrogenicidade, com forte agitacdo das
solucdes, por cerca de 30 s, seguida de repouso. Espuma abundante e persistente por mais de

15 min foi o critério usado para avaliar a presenca de sapondsidos (Costa, 2001).

Tabela 1 - Sistemas cromatograficos empregados na prospeccao fitoquimica de B. forficata
L.

Classe de metabdlito Sistema de eluigéo Revelador Referéncia
Alcaloides ACOEt - HCOOH - AcOH - H,0'  Dragendorff ~ Wagner & Bladt (1996)
Cumarinas Eter - Tolueno - AcOH 10%? UV (365 nm)  Wagner & Bladt (1996)

Derivados Cindmicos  AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0" NEU Wagner & Bladt (1996)

Neu (1956)
Flavondides AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0" NEU Wagner & Bladt (1996)
Neu, (1956)
Taninos hidrolisiveis n-BuOH - H,0 - AcOH?® NEU Xavier (1988)
Triterpenos / Tolueno - AcOEt* LB Harborne (1998)
esterdides
Acucares redutores n-BuOH - Me,CO - TF (pH = 5,0)® Trifeniltetrazolic Metz (1961)

Proantocianidinas e

L ACOEt — HCOOH — AcOH — H,0! VvC Roberts et al. (1957)
Leucoantocianidinas

1100: 11: 11: 27 viv; %50: 50: 50 v/v; ® 40: 50: 10 v/v; “90: 10 v/v; AcOEt = Acetato de etila; HCOOH =
Acido formico; AcOH = 4cido acético; H,O = agua; UV = ultravioleta; NEU = 4cido etilborilaminoéster a
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1% em etanol; n-BuOH = n-butanol; LB = Lieberman e Burchard; Me,CO = acetona; TP = tampéo
fosfato; VC = Vanilina Cloridrica.

Demais disto, avaliou-se a capacidade antioxidante dos extratos de B. forficata L.
através de CCD, utilizando como sistema eluente: acetato de etila: acido formico: acido
acético: agua (100: 11: 11: 27 v/v), e como revelador, uma solucao de 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) a 0,2% em metanol. As placas foram observadas até o aparecimento de
manchas amarelas ao fundo de coloragdo purpura, critério indicativo da propriedade. Isto
porque, na presenca de substancias antioxidantes, o radical DPPH ¢é reduzido a 2,2-difenil-

picril-hidrazina, perdendo sua coloragdo purpura (Souza et al., 2007).

Caracterizacdo fisico-quimica

O material vegetal foi submetido aos ensaios de determinacdo da granulometria dos
pos, determinacdo da perda por dessecacdo (método gravimétrico) e determinacdo de cinzas
totais, de acordo com procedimentos descritos na Farmacopeia Brasileira (2010), além da
determinacdo do teor de extrativos segundo metodologia do Deutscher Arzneimittel Codex
(1986).

Para determinacdo da granulometria, amostras contendo 100 g do material vegetal
pulverizado foram submetidas a passagem através de tamises, previamente tarados, com
abertura de malha de 850, 600, 425, 250, 150 e 90 um em tamisador Bertel®. Os dados foram
analisados por método gréfico, construindo-se histograma de distribuicdo e curvas de retencéo
e passagem para determinacdo do didmetro médio das particulas. Os resultados foram

expressos pela média de trés determinacdes.

Anélise Estatistica
Analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa computacional
Excel (Microsoft Office 2007), através dos testes F de Fischer e t de Student em nivel de 95%

de confianca.

RESULTADOS
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A prospeccédo fitoquimica, através de CCD e teste de afrogenicidade, demonstrou a
presenca das mesmas classes metabdlicas, quais sejam: proantocianidinas,
leucoantocianidinas, triterpenos, esteroides, flavonoides, além de acucares redutores, nas
folhas de B. forficata L. coletadas em Vigosa e Telémaco Borba.

Da mesma forma, também se evidenciou a existéncia de substancias antioxidantes,
através de analise qualitativa, em virtude da presenca de manchas amarelas sobre o fundo
purpuro nas placas cromatograficas, resultantes da reducédo do radical DPPH.

Os resultados obtidos pelo histograma de distribuicdo granulométrica das folhas de B.
forficata L. (Figura 1) demonstram que as particulas do material vegetal de Vigosa e
Telémaco Borba encontraram-se predominantemente distribuidas entre os tamises 250 e 450
um, representando respectivamente 26,20 % e 25,19 % de todo o material. O tamanho das
particulas determinado pelo ponto intersecdo das curvas de retencdo e passagem esta
representado nas Figuras 2 (amostra de Vigosa), e 3 (amostra de Telémaco Borba). Enquanto,
o tamanho médio das particulas e resultados do teste F, em nivel de 95% de confianca, para

avaliacdo da variancia granulométrica das amostras estdo sumarizados na Tabela 2.

Figura 1 - Histograma de distribuicdo granulométrica das folhas de B. forficata L. de Vigosa
e Telémaco Borba.
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Figura 2 - Curvas de retencédo e passagem das folhas de B. forficata L. de Vigosa.
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Figura 3 - Curvas de retencédo e passagem das folhas de B. forficata L. de Telémaco Borba.
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Tabela 2 - Resultados da analise granulométrica e teste F das amostras B. forficata L..

Amostra Tamanho médio + dp Falculado Fiabelado
Vigosa 320 um % 13 0,25 0, 006194
Telémaco Borba 420 um £ 10 - -

dp = desvio padréo.

Os resultados obtidos para os ensaios de perda por dessecacdo, teor de extrativos e teor
de cinzas totais estdo apresentados na Tabela 3, enquanto as analises pelos teste F e t, em
nivel de 95% de confianca, para avaliagdo da variancia desses parametros entre as amostras de
Vicosa e Telémaco Borba estdo sumarizadas na Tabela 4.
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Amostra PD +dp TExdp CTxdp
Vigosa 6,53 % £ 0,04 31,13 % £ 0,33 8,43 %= 0,09
Telémaco Borba 7,94 % + 0,10 29,71 %=+ 1,30 8,61 % + 0,10

PD — Perda por dessecacdo; TE — Teor de extrativos; CT — Cinzas totais; dp — desvio padréo.

Tabela 4 - Resultados do teste F e t dos ensaios de PD, TE e CT das amostras de B. forficata

L.
Perda por dessecagédo Teor de extrativos Cinzas totais
Vicosa Telémaco Vicosa Telémaco Vigosa Telémaco
Borba Borba Borba

Média 6, 56 7,99 31,29 29,09 8, 40 8, 60
Fealculado 0,21 - 11, 83 - 1,71 -
Ftabelado 161, 45 - 161, 45 - 161, 45 -
tealculado 91,08 - 2,99 - 1,68 -
tiabelado 4,30 - 4,30 - 4,30 .
DISCUSSAO

Os perfis fitoquimicos das amostras de Vigosa e Telémaco Borba apresentaram-se

analogos, como também revelaram a marcante presenca de flavonoides, constituintes

caracteristicos do género Bauhinia, e em particular da espécie B. forficata L.(Silva &

Cechinel Filho, 2002). A presenca desses metabdlitos e auséncia de saponinas também estdo

em sintonia com dados da literatura cientifica (Miyake et al., 1986; Silva et al., 2000; Paula et

al., 2002; Pizzolatti et al., 2003). No entanto, observou-se divergéncia em relacdo a presenca

de alcaldides e taninos demonstrada na caracterizagdo farmacognostica realizada por Miyake

et al. (1986). Em outros estudos, demonstrou a similaridade dos resultados encontrados neste
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trabalho, evidenciando também auséncia de taninos na espécie em questdo (PAULA et al.,
2002).

As divergéncias em andlises fitoquimicas podem ser atribuidas a fatores como método
de extracdo, periodo de coleta e equivocos em relacdo a autenticidade do material vegetal,
sendo este Gltimo de extrema importancia para analises com B. forficata L., em virtude da
semelhanca entre as folhas das diferentes espécies do género Bauhinia. (Miyake et al., 1986;
Lusa & Bona, 2009).

Demais disso, verificaram-se substancias com capacidade antioxidante com bandas
coincidentes as dos compostos flavonoidicos, corroborando entdo com diversos estudos que
evidenciam essa propriedade para o grupo (Pietta, 2000).

A distribuicdo granulométrica das particulas de matérias primas vegetais pulverizadas
constitui um fator determinante na homogeneidade e reprodutibilidade dos processos
extrativos (Voigt & Bornschein, 1982). Na analise de variancia granulométrica das amostras
de Vicosa e Telémaco Borba constatou-se que o valor de F calculado foi maior que o F
tabelado (Tabela 2), rejeitando-se entdo a hipotese de homogeneidade das variancias. Este
resultado é decorrente dos diferentes processos de pulverizacdo (liquidificador industrial e
moinho industrial) aplicados aos materiais vegetais. No entanto, ambas as amostras
apresentaram um perfil semelhante de distribuicdo granulométrica e foram classificadas como
p6s moderadamente grossos de acordo com as especificacbes da Farmacopeia Brasileira V
(2010). Po6s de tamanho maior, como os desta classificacdo, favorecem as extracoes, pois
particulas muito finas podem aderir as particulas maiores, aumentando a viscosidade do meio
e criando uma barreira que impega a penetracdo de solventes (Voigt & Bornschein, 1982).

A perda por dessecacdo expressa o percentual de umidade residual da droga vegetal.
Os valores obtidos na analise das folhas secas de B. forficata L. coletadas em Vicosa e
Telémaco Borba se encontram abaixo dos limites estabelecidos (8-14%) pela Farmacopeia
Brasileira V (2010) (Tabela 3). Entretanto, como néo ultrapassaram o valor maximo de 14%,
é possivel inferir sua estabilidade microbiologica e quimica, uma vez que, teores de umidade
acima do especificado possibilitam o desenvolvimento de fungos e bactérias, hidrélise e
atividade enzimatica com consequente deterioragdo de constituintes quimicos (Couto et al.,
2009). Ademais, as amostras de Telémaco Borba apresentaram um teor de umidade residual
bastante proximo a 8%.

O teor de cinzas totais estabelece a quantidade de substancias residuais nao volateis
obtidas por incineragdo representando a soma de material inorgénico integrante da espécie

(cinzas intrinsecas) com as substancias aderentes de origem terrosa (cinzas extrinsecas)
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(Braga et al., 2007; Simdes et al., 2007). Os resultados da determinacdo de cinzas totais nas
amostras das duas regides apresentaram-se abaixo de 14%, conforme os limites estabelecidos
nas monografias de diversas drogas vegetais descritas na Farmacopeia Brasileira (Tabela 3),
indicando que as mesmas nao possuem excesso de terra e/ou areia.

O teor de extrativos indica a presenca de compostos hidrossollveis presentes no
material vegetal, como aminoéacidos, acucares, heterosideos flavonoidicos e mucilagens
(Barni et al., 2009). Embora ndo existam especificacdes oficiais desse parametro, os teores
apresentados pelo material de Vicosa e Telémaco Borba (Tabela 3) foram comparados
estatisticamente entre si (Tabela 4).

Na tabela 4 observam-se os resultados da analise de variancia, pelo teste F, da perda
por dessecacdo, cinzas totais e teor de extrativos das amostras (Tabela 4). Como o valor de F
calculado foi menor que o F tabelado, ndo se rejeitou a hipdtese de homogeneidade das
variancias. Logo, presumindo variancias equivalentes, fez-se o Teste t de Student, em nivel de
confianca de 95 %, para comparacao estatistica entre os resultados (Tabela 4). Como o valor
de t calculado foi menor que o t tabelado para as analises do teor de extrativos e cinzas totais,
ndo se rejeitou a hipotese de igualdade entre as médias, ndo havendo, portanto, diferenca
estatisticamente significativa. Os valores discrepantes da perda por dessecacdo sé&o,
possivelmente, provenientes dos diferentes processos de secagem das amostras.

Os resultados obtidos neste trabalho tornaram-se importantes no processo de
identificacdo e padronizacdo de parametros de qualidade para as folhas de B. forficata L.,
sobretudo pela auséncia de limites estabelecidos para os ensaios de perda por dessecacao, teor

de extrativos e teor de cinzas totais na literatura para esta droga vegetal.
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AVALIACAO DE PROCEDIMENTOS PARA QUANTIFICACAO
ESPECTROFOTOMETRICA DE FLAVONOIDES TOTAIS EM FOLHAS DE
BAUHINIA FORFICATA LINK

RESUMO

O interesse por métodos analiticos para controle de qualidade de fitoterapicos tem crescido
acentuadamente, devido a escassez de monografias nos manuais oficiais. Assim, 0 presente
estudo teve como objetivo avaliar procedimentos analiticos para a determinacdo quantitativa
de flavonoides das folhas de Bauhinia forficata Link (pata-de-vaca). Dois procedimentos para
a quantificacdo de flavondides totais (com e sem hidrolise acida) por espectrofotometria
foram testados. Os métodos propostos provou ser mais especifico, sensivel, preciso, exato e

robusto, sendo adequado para laboratoriais de rotina.

Palavras-chave: Bauhinia forficata Link, flavonoides, UV-Vis espectrofotometria.
ABSTRACT

Interest in analytical methods for quality control of herbal drugs has grown sharply due to the
scarcity of monographs in official manuals. Thus, the present study aimed to evaluate
analytical procedures for guantitative determination of flavonoids from leaves of Bauhinia
forficata Link (pata-de-vaca). Two procedures for quantification of total flavonoids (with and
without acid hydrolysis) by spectrophotometry were tested. The proposed methods proved to

be specific, sensitive, precise, accurate and robust, being suitable for routine laboratory.

Keywords: Bauhinia forficata Link, flavonoids, UV-Vis spectrophotometric.

INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais e fitoterdpicos para a recuperacdo e manutencao da

salude, representa um mercado farmacéutico bastante promissor. Em 2010 o mercado mundial
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de fitoterapicos movimentou cerca de US$ 44 bilhdes, e apesar de ndo existir dados oficiais
sobre o tamanho desse mercado no Brasil, as estimativas variam entre US$ 350 milhdes e
US$ 550 milhdes, segundo a Associagdo Brasileira de Empresas do Setor Fitoterdpico
(ABIFISA).}?

A produgdo de fitoterapicos envolve um processo interdisciplinar, multidisciplinar e
interinstitucional e abrange diversas etapas. Uma destas consiste no emprego de métodos
analiticos para quantificacdo e controle dos marcadores quimicos ou farmacoldgicos presentes
tanto na matéria prima vegetal quanto no produto intermediario e final. Esses métodos
compreendem requisitos indispensaveis ao registro desses produtos no Brasil, tendo em vista
que permitem a avaliagdo de sua qualidade, efic4cia terapéutica e seguranca.>*

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal e que despertam o interesse
para producédo de fitoterapicos, encontra-se a Bauhinia forficata Link (pata-de-vaca), que se
destaca pela sua relevancia terapéutica no tratamento do diabetes mellitus e por encontrar-se
na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS), divulgada em 2009 pelo Ministério da Satde.>® Essa espécie, pertencente ao
género Bauhinia e familia Fabaceae, é considerada uma planta nativa da América do Sul,
encontrada no Brasil, predominantemente, entre as regides do Rio de Janeiro e Rio Grande do
Sul.”®

Os estudos fitoquimicos e farmacolégicos realizados com B. forficata L. sugerem os
glicosideos flavonoidicos canferdlicos e quercetinicos como seus principais constituintes e
provaveis responsaveis pela sua propriedade antidiabética, sendo o canferol 3,7-di-O-o-L-
rhamnopiranosideo (canferitrina) considerado o marcador analitico das folhas.”® Apesar da
potencialidade farmacoldgica e do grande interesse pela comunidade farmacéutica, a espécie
referida ndo consta em monografias oficiais, fazendo-se necessario o desenvolvimento e
validagdo de métodos analiticos para quantificacdo de seus compostos flavonoidicos e
padronizacdo de extratos.'?

Diversas técnicas sdo empregadas para o doseamento de flavonoides em materiais
vegetais, uma delas, a espectrofotometria de absor¢do na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis),
alcanca grande destaque devido a sua simplicidade, rapidez, baixo custo de execugédo e ampla
disponibilidade nos laboratérios de controle de qualidade.'**® Embora extremamente
utilizada, a pouca seletividade tem sido um dos maiores desafios dessa técnica para analise de
matrizes complexas como 0s extratos vegetais, pois a espectrofotometria direta pode
ocasionar sobreposi¢do das bandas, impedindo a absor¢do do componente de interesse. '3

Decorrente disso, para obtencao dos espectros dos flavonoides sem a interferéncia de outros
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compostos fenolicos, comumente se emprega o método colorimétrico com cloreto de aluminio
(AICI3) para tratamento das amostras a serem analisadas. Isto porque o cation AI** forma
complexos estaveis com as hidroxilas livres dos flavonoides, ocasionando extensdo do
sistema conjugado e consequentemente um desvio batocrdomico, ou seja, um deslocamento
dos seus maximos de absorcéo para regies de maior comprimento de onda.*>™’

Entretanto, antes de sua adogdo oficial ou na rotina analitica, os métodos ou
procedimentos analiticos precisam ser submetidos a uma série de experimento capazes de
avaliar sua capacidade em detectar e quantificar um determinado analito. *>*® De acordo com
a Resolucdo Especifica (RE) n°® 899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), essa validacdo deve ser realizada através da analise de uma série de pardmetros,
quais sejam: especificidade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo
(LQ), precisdo, exatiddo e robustez, sendo o principal objetivo atestar a eficiéncia dos
métodos na rotina laboratorial.*®

Portanto, impulsionados pelas necessidades normativas no que se refere a
regularizacdo de fitoterapicos e diante do amplo interesse popular e institucional a cerca da B.
forficata L., esse estudo descreve a avaliagdo dois procedimento para determinagdo
espectrofotométrica de flavondides totais descritos na literatura, com e sem hidrdlise acida,
aplicados as folhas dessa espécie, de forma que os mesmos atendam as exigéncias sanitarias

em vigor.™

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

As folhas de B. forficata L. foram coletadas em dezembro/2009 na Vila Gianetti,
Vigosa — MG, sendo a identificacdo realizada pelo professor José Martins Fernandes e a
exsicata depositada no Herbario VIC, do Departamento de Biologia Vegetal, na Universidade
Federal de Vigosa, sob o n°® 32513. A identidade da amostra foi confirmada no Jardim
Botanico do Rio de Janeiro — RJ, pela especialista em identificacdo de espécies do género
Bauhinia, Angela Vaz. Na preparagio da matéria prima vegetal, as folhas foram submetidas a
secagem em estufa a uma temperatura de 45°C, durante 72 h, e em seguida, pulverizadas em
liquidificador industrial (Bermar® BM30).

Reagentes e vidrarias
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Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: cloreto de aluminio (Vetec®),
acetona, acido cloridrico, acetato de etila, metanol, acido acético, acido fosforico, etanol
(Dinémica®; FMaia®), acetona (Cinética®), metenamina, quercetina e rutina (Merck®).
Utilizaram-se vidrarias volumétricas calibradas com certificado de calibracdo por lote do

fabricante Satelit®.

Equipamentos
Os equipamentos utilizados no estudo foram Balanca analitica Bioprecisa®, modelo
FA2104N, Banho maria Nova ética®, Espectrofotdmetro UV-Vis mini- 1240 Shimadzu®.

Teor de Flavondides Totais por Espectrofotometria
Procedimento por Diluicéo direta (PDD) - sem hidrélise
Preparacao da solugéo extrativa

A solucdo extrativa foi obtida através de extracdo sob refluxo com solucéo
hidroalcodlica (40%, v/v), baseando-se no método desenvolvido e validado previamente por
Petry e colaboradores.”® A extracdo foi realizada em baldo de fundo redondo contendo 1,0 g
do material vegetal e 30 mL de solug&o hidroalcodlica, durante 30 min. O extrato foi resfriado
a temperatura ambiente (25° C) e filtrado em algodao, sendo o residuo (algoddo e material
vegetal) re-extraido por mais duas vezes, durante 10 min. As fraces filtradas foram reunidas
em baldo volumétrico e o volume ajustado para 100,0 mL com a solu¢do hidroalcodlica (40%,

vIv).

Preparacdo da amostra para leitura

Aliquotas da solugdo extrativa foram transferidas para baldes volumétricos de 25 mL,
onde se adicionou 2,0 mL de solucédo etandlica de AICI; (5%, m/v). Ajustou-se 0 volume, em
seguida, com a solucéo hidroalcodlica (40%, v/v). Apoés a adicdo da solucdo de AICI; (5%,

m/v), a absorvancia foi medida em espectrofotdmetro, utilizando-se como branco uma solucéao
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de compensacdo, preparada do mesmo modo que a amostra, mas sem adi¢do da solugéo
etandlica de AICl; (5%, m/v).

Determinacéo da concentracdo da amostra e comprimento de onda para leitura

Uma série de amostras, diluidas a partir de uma solucéo extrativa (40%, v/v), foram
submetidas a varredura em espectrofotdmetro na faixa de 230 a 500 nm, apés 30 min da
adicdo de solucdo etanolica de AICI; (5%, m/v), para identificacdo da diluicdo e do
comprimento de onda que apresentassem o valor de absorbancia mais adequado para o
método.

Determinacéo do tempo para leitura

Foi realizada através da leitura de amostras da solucdo extrativa em comprimento de
onda de 408 nm, em intervalos de 5, 15, 30, 45 e 60 min apds adicdo da solucdo etandlica de
AICls.

Procedimento por hidroélise acida (PHA)

Preparacdo da solucdo extrativa

A solucdo extrativa foi obtida através de extracdo sob refluxo de 1,0 g da droga
vegetal em solucdo acida de acetona na presenca adicionada de metenamina 0,5 % conforme
preconizado pela Farmacopeia Brasileira para Calendula officinalis L. e modificado por

Pinheiro e colaboradores.?*

Preparacao da amostra para leitura

Aliquotas da solucédo extrativa foram transferidas para bal6es volumétricos de 25 mL,
onde se adicionou 1,0 mL de solucdo metandlica de AICI; (5%, m/v). Ajustou-se o volume,
em seguida, com solucdo metandlica de &cido acético (2,5%, v/v). Apos a adigdo da solucao

de AICI; (5%, m/v), a absorvancia foi medida em espectrofotémetro, utilizando-se como
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branco uma solucdo de compensacédo, preparada do mesmo modo que a amostra, mas sem

adicdo da solugdo metanolica de AICl3 (5%, m/v).

Determinacéo da concentracdo da amostra e comprimento de onda para leitura

Uma série de amostras, diluidas a partir da solucdo extrativa foram submetidas a
varredura em espectrofotdmetro na faixa de 230 a 500 nm, ap6s 30 min da adi¢cdo de solucédo
metanolica de AICI; (5%, m/v), para identificacdo da diluicdo e do comprimento de onda que

apresentassem o valor de absorbancia mais adequado para 0 método.

Determinacéo do tempo para leitura

Foi realizada através da leitura de amostras da solucéo extrativa em comprimento de
onda de 408 nm, em intervalos de 5, 15, 30, 45 e 60 min apos adi¢do da solucdo metanolica de
AICls.

Célculo para determinacéo do teor de flavondides totais (TFT)

O TFT, expresso em porcentagem (p/p) de flavonoides totais calculados como
quercetina, foi calculado para ambos os procedimentos de acordo com a equacédo abaixo:
A-FD

m-E.»°

lcm

TFT =

Onde: TFT = teor de flavondides totais; A = absorvancia determinada; FD = fator de dilui¢do; m = massa

de droga seca (g); EL®

1em = absorcéo especifica do complexo quercetina — cloreto de aluminio.

Posteriormente, as concentragdes foram convertidas para pg de quercetina por mL de extrato.

Avaliagao dos procedimentos analiticos

Avaliacdo da razéo droga vegetal: solvente

Para ambos o0s procedimentos estudados foram preparadas solugdes extrativas a partir

de diferentes quantidades de droga vegetal: 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 ou 1,5 g. Desta forma, foi
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avaliada a influéncia da razdo de droga vegetal: liquido extrator (p: v) sobre a resposta do

procedimento.
Avaliacdo da influéncia da diluicdo do analito e da concentracdo de reagente

A avaliacdo destes parametros foi conduzida através de um planejamento fatorial 32 (2
variaveis em 3 niveis de variacdo) aumentado de 2 pontos centrais para avaliacdo do efeito da
concentracdo das amostras e concentracdo das solugbes de AICI3 (variaveis independentes)
sobre o comportamento espectrofotométrico dos flavondides (variavel dependente). A Tabela
1 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado.

Os niveis de concentracdo das amostras fora selecionados nos estudos preliminares, de
acordo com o item determinacdo da concentracdo da amostra e comprimento de onda,
enquanto os niveis de concentracdo da solugdo de AICI; foram baseados no estudo realizado
anteriormente.?? Todas as analises foram realizadas em triplicata e de modo aleatério. A
analise estatistica foi realizada com o auxilio do software STATISTICA®, 6.0 (StatSoft,

USA), através do qual foram geradas superficies de resposta.

Tabela 1 - Niveis das variaveis do planejamento fatorial 3%,

Niveis Concentragéo da Concentragéo da Concentragdo da solucéo
amostra (mg/ mL)? amostra (mg/ mL)" de AICI; (% m/v)
— 1 (Inferior) 1,6 0,32 2,5
0 (Central) 2,8 0,64 50
+ 1 (Superior) 4,0 0,96 7,5

“Amostra obtida pela PDD; "Amostra obtida pela PHA.

Validagao dos Procedimentos Analiticos

Os procedimentos descritos foram avaliados quanto a especificidade, linearidade,
limite de deteccéo, limite de quantificacdo, precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria),
exatiddo e robustez, de acordo com as normas estabelecidas.'® Todas as analises foram

realizadas em triplicata e a confiabilidade dos parametros foi verificada pelo coeficiente de
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variacdo percentual (CV%) ou desvio padréo relativa (DPR%), ndo se admitindo valores
superiores a 5%. Adicionalmente, os resultados foram tratados estatisticamente por Analise de
Variancia (ANOVA) One-Way ou Two-Way, quando aplicavel.

Especificidade

A especificidade das técnicas foi demonstrada através da sobreposicdo dos espectros
de padrdes e das amostras do extrato com e sem adicdo da solucdo de AICI3 (2,5%, m/v),
obtidos na faixa de 230 a 500 nm. Quercetina foi empregada para avaliacdo do procedimento
PDD, enquanto que a rutina foi adotada para avaliacdo do procedimento PHA. No segundo
caso, a rutina foi previamente tratada de acordo com o procedimento de hidrdlise aplicado a
droga vegetal. A eleicdo das substancias dos padrdes quercetina e rutina foi fundamentada nos
relatos da presenca dos mesmos na espécie estudada e na similaridade estrutura com o0s

glicosideos canferolicos.

Linearidade

A linearidade da resposta espectrofotométrica para os procedimentos em estudo foi
verificada a partir da andlise de trés curvas auténticas, construidas com amostras da solugdo
extrativa, em cinco niveis de concentracdo, na faixa de 0,8 a 4,0; e de 0,3 a 0,9 mg/mL para
PDD e PHA, respectivamente. As curvas foram construidas empregando os valores médios
das absorvancias (PDD e PHA) em funcdo da concentracdo. Os resultados obtidos foram
tratados estatisticamente através do célculo de regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados, a fim de definir o coeficiente de determinaco (R?), adotando R?> 0,99 como valor

minimo para aceitacao.

Limites de deteccéo e quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados (em pg/mL) de
acordo com as equagfes LD = DP, x 3/IC e LQ = DP, x 10/IC, onde DP, é o desvio padréo do
intercepto com o eixo do Y obtido das trés curvas de linearidade e IC é a média dos

coeficientes angulares (inclinacéo da reta) das respectivas curvas.

Precisao
A precisdo foi avaliada pela repetitividade (precisdo intracorrida), na qual foram

examinadas, em um unico dia, 6 determinacfes individuais para amostras a 100% da
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concentracdo teste, obtidas a partir de solugbes extrativas diferentes, e pela precisao
intermediéria (precisdo intercorridas), a qual foi determinada por dois analistas em dois dias

consecutivos, para amostras também na concentracdo de 100%.

Exatiddo

A exatidao foi avaliada por ensaios de recuperacao, através da adi¢do de quantidades
conhecidas de solucdo extrativa diluida a amostras a 100% da concentracdo teste. Os valores
de recuperacdo, expressos em porcentagem, foram determinados através da razdo entre as
concentracfes medias determinadas experimentalmente com as concentracdes teoricas
correspondentes. Para a PDD, amostras a 2,8 mg/mL de material vegetal foram acrescidas de
guantidades crescentes (1,0; 2,0 e 3,0 mL) de uma solucdo contaminante a 3,6 mg/mL de
material vegetal, resultando em trés soluc@es (2,944; 3,088 e 3,232 mg/mL), com trés réplicas
cada. Do mesmo modo, para a PHA, amostras (0,64 mg/mL) foram acrescidas de quantidades
crescentes de uma solugédo extrativa contaminante (1,12 mg/mL), resultando em trés solucdes
(0,6848; 0,7296 e 0,7744 mg/mL), com trés réplicas cada.

Robustez

O ensaio para determinacdo da robustez dos procedimentos sobre a resposta
espectrofotométrica foi realizado a partir da variacdo dos seguintes parametros: influéncia da
luminosidade (presenca e auséncia de luz), estabilidade da solucdo extrativa (0, 3 e 6 h),
fabricante do solvente [alcool etilico absoluto (Dinamica® e FMaia®) para a PDD e acetona
(Dinamica® e Cinética®) para a PHA].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacéo dos procedimentos analiticos

Determinacéo da concentracéo da amostra e comprimento de onda para leitura
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Os comprimentos de onda com absorvancia maxima observados nos espectros de

absorcdo das amostras obtidas pela PDD e PHA, apds a reacdo de complexacdo com AICls,
foi de 408 e 421 nm, respectivamente (Figura 1). Ja as diluicdes da solucdo extrativa que
apresentaram o valor de absorbancia mais adequado para os procedimentos foram de 7/25 e

Absorvancia (UA)

4/25 vlv, correspondendo as concentracgdes de 2,8 e 0,64 mg/mL.

Figura 1 - Varredura dos extratos de B. forficata. (A) PDD e (B) PHA.

408 A
/\
/ \ [
/ "‘\ \
/ \ . 024 [\
/ \ - f \
/ X = 'l \
f \ X | \
.'I \ III |". g 01 | '.\
I f \ o / \
| / \ / .
u'l \ \. z // PR
/ \ / 0,04 \‘»-_
[ L / \ e v - // —
|\ 4 R /
J \ 4
|'. \\/'/ A 01 // < B
Y 50 00 »i‘nJ ']‘.'lfl T T T -
300 350 400 450 500
Compnmento de onda (nm)

300 350
Comprimento de onda (nm)

Determinacéo do tempo de leitura

O tempo de reacdo necessario para formacdo do complexo flavonéide: AI** exerce
funcdo importante na resposta de métodos espectrofotométricos e depende de fatores tais
como padrdo de substituicdo da aglicona e da razdo aglicona-Al**.?* Também merece atencéo
o fato de que em misturas ou em extratos, o perfil de formacdo destes complexos sdo
diferentes do observado para substancias puras. Portanto, a avaliacdo e estabelecimento do
tempo necessario para que haja formagdo maxima do complexo assim como a estabilidade

depois de formado, é uma das etapas preliminares para que este erro sistematico possa ser

minimizado.?
Neste estudo, comportamentos distintos foram observados para as amostras estudas.

Embora ambas as amostras tenha apresentado aumento na absorvancia até 30 minutos de
reacdo apos a adicdo de solucdo de AICIl3, o emprego do PDD propiciou comportamento
estavel até o final do ensaio. Por outro, a amostra obtida ap6s PHA apresentou reducdo na
absorvancia lida ap6s 30 minutos, com redugdo importante da resposta até o fim do

experimento (Figura 2). Embora os mecanismos que levam a reversdo dos complexos
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formados na segunda amostra, os dados obtidos permitem estabelecer o tempo de leitura de 30
minutos, apds adicdo da solucdo de AICIl3, como o mais apropriado para realizagdo da leitura.

Figura 2 - Cinética de complexacéo dos flavonoides com AICI; (A) PDD e (B) PHA.
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Avaliacao da proporcéo droga vegetal: solvente

A influéncia da proporc¢édo de droga vegetal sobre a resposta do método para ambos 0s
procedimentos analiticos, foi avaliada na faixa de 0,5 a 1,5 g. Os dados revelaram
comportamento linear para os TFTs calculados para amostras na regido de 0,5 a 1,0 g. Para
amostras de 1,25 g ou superior, a resposta do método apresentou decréscimo significativo
para o TFT, o qual pode ser atribuido a saturacdo do meio de extra¢do ou limitacdo do meio
reacional (Figura 3). Por outro lado, amostras menores que 0,5 g de droga vegetal levaram a
leituras inferiores a 0,2 U.A., as quais estdo em desacordo com a lei de Lambert-Beer.?®
Considerando as limitagdes observadas, os TFTs calculados para amostras de droga vegetal na
regido linear foram de 45,60 = 1,68 pg/mL (3,69 %) e 168,36 + 0,81 pug/mL (0,48 %), para
PDD e PHA, respectivamente.

Figura 3 - Rendimento comparativo em g % de TFT para cada procedimento em fungéo da
guantidade de amostra.
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Avaliacédo da influéncia da diluicdo do analito e da concentracdo de reagente

Como discutido anteriormente, a formacéo do complexo flavonéide-Al** apresenta

dependéncia importante das diferentes classes de flavondides e que esse efeito é bastante
especifico e intrinseco. Ademais, 0 comportamento observado para o flavonoide isolado sofre
modificacdo importante quando presente em mistura ou na solugdo extrativa, de maneira que
para cada droga vegetal é primordial investigar o comportamento antes da ado¢do de
procedimentos desta natureza.? Nesse sentido, as influéncias das concentragdes de AICI; e da
amostra, sobre a resposta do método para cada procedimento proposto, foram investigadas
através de planejamento fatorial do tipo 3% e adicionados de 2 pontos centrais. A matriz
completa do planejamento experimental para avaliacdo de ambos os procedimentos (PDD e
PHA), esta apresentada na Tabela 2, juntamente com os resultados experimentas encontrados.

Tabela 2 - Matriz do planejamento experimental
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Variaveis Variaveis Naturais Abs (U.A)
Codificadas
AICI;(%  PDD PHA | PDD(médiat  PHA (média+
Exp. | AIClI;  Amostra m/v) (mg/mL)  (mg/mL) dp) dp)

1 -1 -1 2,5 1,6 0,32 0,357 £ 0,01 0,231 +£0,01
2 -1 0 2,5 2,8 0,64 0,550 + 0,01 0,453 £ 0,01
3 -1 1 2,5 4,0 0,96 0,738 £ 0,01 0,668 = 0,01
4 0 -1 5,0 1,6 0,32 0,351 +£0,01 0,240 £ 0,01
5 0 0 5,0 2,8 0,64 0,565 + 0,01 0,469 + 0,01
6 0 1 5,0 4,0 0,96 0,755+ 0,01 0,690 £ 0,01
7 1 -1 7,5 1,6 0,32 0,343 £ 0,01 0,243 £0,01
8 1 0 7,5 2,8 0,64 0,539 £ 0,01 0,473 £0,01
9 1 1 7,5 4,0 0,96 0,755+ 0,01 0,685+ 0,01
10 0 0 5,0 2,8 0,64 0,548 £ 0,01 0,467 +£ 0,01
11 0 0 5,0 2,8 0,64 0,546 + 0,01 0,464 + 0,01

Os dados foram empregados para gerar superficies de respostas (Figura 2), as quais

permitiram observar o comportamento dos fatores (variaveis independentes) e suas interaces

sobre a resposta d espectrofotométrica (variavel dependente) para cada procedimento analitico
(PDD ou PHA).?*

A andlise das superficies de resposta (Figura 4) revelou que, independente do

procedimento de preparacdo de amostra, as respostas do método (absorvancia) nao foi

sensivel a variagcdo nas concentragbes de AICI;

Considerando a concentracdo de droga

vegetal, a resposta do método apresentou relacdo linear e ndo foi observada qualquer

interacdo entre os fatores estudados. Assim, os resultados encontrados permitiram a escolha

da solucéo de AIClI; (2,5%, m/v) como reagente para qualquer dos procedimentos adotados.

Figura 4 - Superficie resposta geradas a partir das respostas do planejamento fatorial 3 para
PDD (A) e PHA (B). [Abs] = Absorvancia
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Especificidade

Na figura 5 estdo apresentados os espectros de varredura obtidos para as solugdes de
referéncia de quercetina e hidrolisado da rutina apos adi¢cdo de AICIl3, em comparagdo com 0s
espectros das solugdes extrativas de B. forficata L. antes e apds a adi¢do de AICI; e obtidas de
acordo com ambos os procedimento PDD e PHA. A avaliacdo dos espectros permitiu
observar que ha similaridade importante entre os espectros das solu¢cdes empregadas como
referéncia e as respectivas solucdes extrativas. Considerando o procedimento PDD (figura
5A), ap0s a adigdo da AICI; o comprimento de onde ocorre 0 maximo de absor¢éo foi de 408
nm. Por outro lado, para o procedimento PHA (figura 5 B), 0 maximo observado apés adi¢do
de AICI; ocorreu em 421 nm. Os dados apresentados confirmam que os comprimentos de

onda selecionados anteriormente, representam satisfatoriamente os marcadores eleitos para a

espécie.

Figura 5 - Espectros de varredura obtidos na analise da especificidade (A) PDD e (B) PHA.
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Linearidade, Limites de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificagéo (LQ)

Para avaliar a linearidade da resposta analitica para ambos os procedimento, foi
executada regressao linear para curvas obtidas a partir de cinco concentracfes nas regides de
0,8 a 4,0 mg/mL e 0,3 a 0,9 mg/mL, para os procedimentos PDD e PHA, respectivamente (

Figura 6).
Os dados da regressdo obtidos pelo método dos minimos quadrados apresentaram
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valores de coeficientes de determinacdo (R?) de 0,998 e 0,999 para 0 PDD e PHA,
respectivamente, denotando que mais que 99 % (99,8% e 99,9%, respectivamente), da
variabilidade experimental é explicado satisfatoriamente pela equacéo proposta, comprovando
a relacdo linear entre 0 aumento da concentracdo do analito e a resposta espectrofotométrica.
Os dados permitiram afirmar que o desempenho dos procedimentos atende os requisitos

preconizados para analise dés parametro.

Figura 6 - Curvas de linearidade do extrato de B. forficata L. (A) PDD e (B) PHA.

08
o8

Absorvancia (UA)
o o =
'
N\
Absorvéanca (UA)
\

, ; r - Y \
20 25 30 35 4D 48 0,3 a4 05 08 07 08 09 10
Droga (mgiml) Droga (mg/ml.)

Considerando os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), os resultados
encontrados foram 0,130 e 0,435 mg/mL e 0,028 e 0,091 mg/mL para PDD e PHA,
respectivamente. Com esses resultados, verificamos que os procedimentos proporcionam
respostas espectrofotométricas com sensibilidade para deteccdo e quantificacdo dos
flavondides totais nos extratos de B. forficata L. com a confiabilidade desejada.

Precisdo, Exatidao, Robustez

Os procedimentos propiciaram respostas espectrofotométricas precisas nos dois niveis
analisados: repetitividade e precisdo intermediaria (Tabela 3). Quanto ao parametro
repetitividade para PDD e PHA, os resultados apresentaram, respectivamente, respostas
médias em flavonoides totais de 41,53 e 164,99 ug/mL e CVs de 0,13 ¢ 0,85% (valores bem
abaixo do valor maximo preconizado e igual 5%). Quanto ao parametro precisdo
intermediaria, foi demonstrado através do tratamento estatistico por ANOVA de duas
entradas, que 0s procedimentos sdo precisos para as andlises realizadas por analistas

diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes (p < 0,05).
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Tabela 3 - Resultados obtidos na analise da precisdo intermediaria da PDD e PHA.

Dial Dia 2
(ng/mL) (ng/mL) Analista Dia
A Analistal 41,16 41,95% F calculado = 0,69 F calculado = 0,85
E Analista 2 41,92° 41,85°% F tabelado = 18,51 F tabelado = 18,51
< Analista 1 164,49° 158,36° F caiculado = 1,36 F caicutado = 5,13
E Analista 2 163,49° 161,70° F tabelado = 18,51 F tapelado = 18,51

PDD - Procedimento por diluicéo direta; PHA— Procedimento por hidrélise acida; *Resultado expresso em

quercetina (pg de flavonoide/mL de extrato).

A exatiddo dos procedimentos foi estimada a partir do ensaio de recuperagdo. Desta
forma, a interferéncia da matriz sobre a resposta do método foi avaliada sob dois aspectos: a
capacidade de extracdo dos analitos e a repetibilidade das respostas. De acordo com o0s dados
observados, ndo houve interferéncia significativa dos procedimentos sobre a recuperagédo de
flavondides totais os quais apresentaram taxas de recuperacdo de 100,55 % + 1,71 para PDD e
100,46 % * 1,26 para PHA (Tebela 4). Adicionalmente, os procedimentos apresentaram
respostas bastante exatas em todos os niveis testados confirmados através dos coeficientes de
variacdo de 1,70 % para PDD e 1,25 % para PHA.

Tabela 4 - Resultados obtidos no teste de recuperacao da PDD e PHA

Amostra Valor tedrico  Valor experimental (ug/mL)  Recuperagéao

(mg/mL) (ng/mL) Meédia + dp (%)

2,944 44,37° 43,78%+ 1,43 98,66
8 3,088 45,93° 46,38%+ 2,33 100,99
* 3,232 48,54° 49,51%+0,75 101,99

0,6848 171,11° 174,30%+ 0,41 101,85
% 0,7296 182,31° 182,54%+ 2,15 100,12
* 0,7744 193,50° 192,35+ 4,15 99,4

PDD = Procedimento por diluicdo direta; PHA = Procedimento por hidrélise acida; dp = desvio padréo;

*Resultado expresso em quercetina (ug de flavondide/mL de extrato).

A robustez dos procedimentos foi testada preliminarmente atraves da avaliacdo da

fotoestabilidade dos complexos (exposi¢do a luz do dia por até 6 horas) e do fabricante do
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etanol. Os dados mostraram que ambos os procedimentos (PDD e PHA) se mostraram
robustos quanto aos parametros analisados, pois todos os F calculados foram inferiores aos F

tabelados, atraves de ANOVA de uma entrada (Tabela 5 e 6).

Tabela 5 - Resultados obtidos para analise da robustez da PDD.

Parametros Variaveis Tempo  TFT (ug/mL) F
(h) Meédia + dp
Auséncia de Luz 40,26 + 0,01 F calculado = 3,872
Luminosidade Presenca de Luz 41,38%+0,22 F tabelado = 18,512
0 40,274+ 0,42
Auséncia de Luz 3 40,24°£042  F cumto = 4,823
6 41,03%+0,13 F tabelado = 5,143
Estabilidade 0 41,22%£0,22
Presenca de Luz 3 41,54°£0,50  F o0 = 0,571
6 41,34°+0,31 F wbelado = 5,143
Marca do Solvente Dinamica® 41,93%+ 0,08 F caicutado = 5,727
(Alcool etilico) Fmaia® 41,39%+0,37  F apetado = 7,708

dp = desvio padrdo; “Resultado expresso em quercetina (ug de flavondide/mL de extrato).

Tabela 6 - Resultados obtidos para analise da robustez da PHA.

Parametros

Variaveis

Tempo

(h)

TFT (ug/mL)
Média + dp

Luminosidade

Auséncia de Luz

Presenca de Luz

163,71+ 1,93
170,25%+ 1,41

F calculado = 17,326
Ftabelado = 18,512

Estabilidade

Auséncia de Luz

162,49 + 1,76
162,71°+ 1,84
165,94 + 0,51

F calculado — 41961
I:tabelado = 51143

Presenca de Luz

162,49 + 1,76
162,71%+ 1,84
165,94 + 0,51

F calculado = 21664
Ftabelado = 51143

Marca do Solvente
(Acetona)

Dinamica®

Fmaia®

161,04% + 1,17
161,93+ 3,98

F calculado = 01137
F tabelado = 7,708

dp = desvio padrdo; “Resultado expresso em quercetina (ug de flavondide/mL de extrato).

CONCLUSAO
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Os procedimentos analiticos para determinacdo espectrofotométrica de flavondides
totais nas folhas de B. forficata L. avaliados neste trabalho apresentaram desempenho dentro
das especificacBes sanitarias preconizadas para métodos analiticos e bioanaliticos para 0s
parametros de linearidade, especificidade, sensibilidade, exatidao e recuperagdo. Desta forma,
o0s procedimentos puderam ser considerados validados para o fim que se propdem. Enquanto o
procedimento por diluicdo direta apresentou maior simplicidade em virtude do menor nimero
de passos experimentais, o procedimento por hidrdlise &cida apresentou maior sensibilidade
em virtude do procedimento de preparacdo da amostra. Por fim, foi possivel concluir que,
independente das metodoldgicas, ambos os procedimentos avaliados neste estudo estdo
apropriados ao emprego como ferramenta de controle de qualidade para a droga vegetal e

produtos derivados das folhas de B. forficata L.
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6. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Artigo V — Development and validation of analytical method to quantify kaempferitrin in
leaves of bauhinia forficata link (fabaceae) by RP HPLC-DAD
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
QUANTIFICACAO DE CANFERITRINA EM FOLHAS DE Bauhinia forficata Link
(Fabaceae) POR CLAE — DAD FASE REVERSA

RESUMO

Dentre as espécies vegetais de amplo interesse popular e institucional destaca-se a Bauhinia
forficata Link (pata de vaca), eficaz no tratamento da diabetes por apresentar propriedades
antidiabéticas e hipoglicemiantes. O interesse por metodologias analiticas para controle de
qualidade de drogas vegetais tem crescido bastante, em virtude da escassez de monografias
em compéndios oficiais. Nesse sentido, o presente estudo visou desenvolver e validar uma
técnica para quantificacdo do marcador canferitrina por CLAE, em folhas de B. forficata L.
(pata-de-vaca). As analises foram conduzidas em cromatdgrafo a liquido Shimadzu®, coluna
C18 Restek® (250 mm x 4,6 mm, 5um), a 40 °C. Utilizou-se fase mdvel composta por
H3PO4: H,O 0,02% (A) e acetonitrila (B) no seguinte gradiente: 0-5 min, 85% A; 5-30 min,
70% A; 30-32 min, 80% A; 32-35 min, 85% A. O fluxo foi 1 ml/min e o volume de injecdo
20 pL. O extrato foi preparado através de extracdo sob refluxo com solugdo hidroalcoolica
40% (v/v). Diante dos resultados, 0 método apresentou-se especifico, sensivel, linear, preciso,
exato e robusto, sendo apto para analise laboratorial no controle de qualidade da droga vegetal
de B. forficata L.

Palavras-chave: Bauhinia forficata Link, canferitrina, quantificacdo, validacéo.

ABSTRACT

Among the species of wide popular and institutional interest stands out Bauhinia forficata
Link (cow’s foot), effective in the treatment of diabetes by having hypoglycemic and
antidiabetic properties. Interest in analytical methods for quality control of herbal drugs has
grown, due to the scarcity of monographs in official manuals. Accordingly, the present study
aimed to develop and validate a method to quantify by HPLC the marker kaempferitrin in
leaves of B. forficata L. (cow’s foot). Analyses were performed on a Shimadzu® liquid
chromatograph, Restek ©® C1g column (250 mm x 4.6 mm, 5um) at 40 °C. It was used a mobile
phase of HsPO4: H,0 0.02% (A) and acetonitrile (B) in the following gradient conditions: 0-5
min, 85% A; 5-30 min, 70% A; 30-32 min, 80% A; 32-35 min, 85% A. The flow rate was 1
ml/min and the injection volume was 20 pL. The extract was prepared under reflux with
hydroalcoholic solution 40% (v/v). According to the results, the method was proven to be
specific, sensitive, linear, precise, accurate and robust, being suitable for quality control of the
B. forficata L.

Keywords: Bauhinia forficata Link, quantification, validation.

INTRODUCAO
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As plantas medicinais sdo importante fonte de muitos dos medicamentos atualmente
disponiveis no mercado com diversas propriedades terapéuticas, entre elas, cerca de 1200
espécies no mundo apresentam potencial antidiabético, em sua maioria pertencente a familias
Fabaceae, Asteraceae e Lamiaceae (Trojan-Rodrigues et al., 2012).

Bauhinia forficata Link (conhecida como pata de vaca devido a
0 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; Menezes et al., 2007; Ruela et al., 2007). Estas
atividades sdo atribuidas a principalmente a presenca de compostos flavonoidicos, em
destaque a canferitrina (canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo) (Figura 1) (Tzeng et al.,
2009; Jorge et al., 2004).

Diversas técnicas podem ser empregadas para o doseamento de metabodlitos
secundarios em materiais vegetais, sendo a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
as gque alcangcam maior destaque, pois consiste em uma técnica mais sensivel, precisa e exata
em relacdo ao aos outros métodos. Atraves desta técnica ainda é possivel analisar compostos
distribuidos em uma ampla faixa de polaridade, massa molecular e labilidade térmica
(Volpato, 2008; Linden, 2007).

Figura 1 - Estrutura quimica do marcador canferol 3,7-di-O-a-L-rhamnopiranosideo (canferitrina).

Na literatura tém sido relatados diversos estudos utilizando técnicas analiticas como a
CLAE na determinacdo de flavondides em espécies vegetais. Chen et al. (2007) realizaram a
determinacdo  de 15  flavonoides, a partir de uma  espécie  de
Herba Epimedii (familia Berberidaceae), resaltando algumas limitacdes na aquisicdo de
padrbes de referéncia para a elucidacdo das moléculas (Hoffmann-Ribani et al , 2008 ; César
et al 2007).
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Estudos também tém mostrado a utilizagdo dessa técnica na verificagdo de teores de
isoflavonas (daidzeina, genisteina e gliciteina) em capsulas contendo extrato seco de soja
(César et al, 2007). Sousa et al. (2010) realizaram pesquisas aplicando o CLAE para
quantificacdo de metilxantinas (cafeina, teofilina e teobromina) em extrato de guarana
(Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae). Concomitante a esse estudo eles realizaram a
comparacdo da metodologia por CLAE com o método espectofotométrico para a
determinacdo dos mesmos componentes. A partir da avaliagdo das metodologias pode-se
concluir que o emprego do metodo cromatografico é o mais indicado no controle de qualidade
do extrato seco de guarana, por ser uma técnica precisa, sensivel, especifica e rapida.

Lopes e colaboradores (2009) desenvolveram um método analitico por CLAE para a
analise dos flavan-3-6is presentes em extrato semipurificado das cascas de Stryphnodendron
adstringens, Stryphnodendron polyphyllum e Stryphnodendron obovatum. Utilizaram
solucBes-padrbes de acido galico e galocatequina e a metodologia desenvolvida mostrou-se
viavel a aplicacdo em plantas ricas em taninos nas trés espéecies vegetais.

Outros estudos tem mostrado a aplicacdo do CLAE na purificacdo dos isdmeros
triterpenos a-amirina e B-amirina nas espécies do género Protium (Burseraceae), através desta
técnica permite a identificacdo desses isdbmeros, haja vista que é praticamente impossivel
disso ser alcancado utilizando-se outras técnicas cromatograficas de eficiéncia limitada (Dias,
2011).

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢des quimicas, através da
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estad sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Para garantir que um novo método analitico gere informacBes reprodutiveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada validacdo, que sdo
evidéncias objetivas através da analise de uma série de parametros de que os métodos e 0s
sistemas sdo adequados para o uso desejado (Hoffmann-Ribani et al., 2008).

Diante do exposto, o objetivo deste artigo foi o desenvolvento e validagdo de
metodologia analitica para quantificagdo do marcador quimico e farmacoldgico flavonoide

canferitrina em folhas de B. forficata L. através da CLAE.

MATERIAL E METODOS

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

Na preparacdo da matéria-prima vegetal, as folhas foram submetidas a secagem em
estufa industrial, a uma temperatura de 40°C, durante 52 h, e posteriormente, pulverizadas em
Moinho de Marca D’ Andrea Martel®.

Reagentes e vidrarias

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: acido trifluoroacético, metanol,
acido acético, acido fosférico, etanol (Dinémica®; FMaia®), acetonitrila grau cromatogréafico
e agua ultrapurificada (Milli-Q System, Massachusetts, USA). Como padréo de flavondide,
utilizou-se canferitrina, gentilmente cedida pela Proft. Dr®. Maique Weber Biavatti
(Universidade Federal de Santa Catarina — Florianopolis / SC). Utilizaram-se vidrarias

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

Obtencéo da solucéo extrativa

A solucdo extrativa foi obtida através de extracdo sob refluxo com solucédo
hidroalcodlica (40% v/v), baseando-se no método desenvolvido e validado por Petry et al.
(1998). A extracdo foi realizada em baldo de fundo redondo contendo 1,0 g do material
vegetal e 30 mL de solugdo hidroalcoodlica, durante 30 min. O extrato foi resfriado a
temperatura ambiente (25°C) e filtrado em algoddo, sendo o residuo (algoddao e material
vegetal) re-extraido, duas vezes, durante 10 min. As fracGes filtradas foram reunidas em bal&o

volumeétrico e o volume ajustado para 100,0 mL com a solugdo hidroalcoodlica (40% v/v).

Obtencéo da solucéo do padrao
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Preparou-se uma solucdo etandlica de canferitrina a 50,0 pg/mL. Aliquotas desta
solucdo foram diluidas em etanol para obter as concentra¢@es de 3,0; 5,0; 7,0; 10,0; 13,0 e
15,0 pg/mL.

CondicGes cromatogréficas

As andlises cromatograficas para quantificacdo de canferitrina na solucdo extrativa
foram conduzidas em cromatégrafo a liquido Shimadzu® (UFLC, Japdo) 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 Cyg 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). Os padrdes e as amostras foram eluidos através de
um gradiente de fase mdvel composta por acido fosférico: agua 0,02% (pH = 2,5) (A) e
acetonitrila (B) (Tabela 1).

O fluxo foi de 1 ml/min e o volume de injecdo de 20 pL. A quantificacdo da
canferitrina foi realizada por padronizacéo externa, na qual 5 concentragdes do padrao foram
utilizadas para construir a curva analitica. Todas as amostras e padrdes foram filtrados em

membranas com porosidade de 0,22 pm (Millipore®) e injetadas em triplicata.

Tabela 1 — As condic¢des de gradiente de fase mével constituido de acido fosférico: agua
0,02% (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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Validacédo do Método Analitico

As metodologias descritas foram validadas quanto a especificidade, linearidade, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria),
exatidao e robustez, de acordo com as normas estabelecidas pela RE n° 899/03 da ANVISA
(BRASIL, 2003). Todas as analises foram realizadas em triplicata e a confiabilidade dos
parametros foi verificada pelo coeficiente de variacédo percentual (CV) ou desvio padrédo (DP),
ndo se admitindo valores superiores a 5%. Adicionalmente, os resultados foram tratados
estatisticamente por Analise de Variancia (ANOVA) One-Way ou Two-Way, quando
aplicavel.

Especificidade e Linearidade

A especificidade foi evidenciada pela sobreposi¢cdo dos cromatogramas da canferitrina
e do extrato das folhas de B. forficata L. com extrato de espéecie de outra regido (Vicosa-MG)
com auséncia de canferitrina.

A linearidade do método foi verificada a partir da analise da média de trés curvas
auténticas, construidas em seis niveis de concentracdo, numa faixa de 2,5 a 15,0 mg/mL para
solugdo extrativa e 3 a 15 pg/mL para canferitrina. As curvas foram construidas plotando os
valores médios das areas em funcdo da concentracdo. Os resultados obtidos foram tratados
estatisticamente através do célculo de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, a

fim de definir o coeficiente de correlacdo (R?), sendo R%> 0.99, 0 minimo aceitével.

Limites de deteccéo e Limite de quantificagdo

Os limites de deteccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) foram estimados (em
pg/mL) de acordo com as equacdes LD = DP x 3/IC e LQ = DP x 10/IC, onde DP é o desvio
padrédo do intercepto com o eixo do Y obtido das trés curvas de linearidade e IC é a média dos

coeficientes angulares (inclinacéo da reta) das respectivas curvas.

Precisdo

A precisdo foi avaliada pela repetitividade (precisao intracorrida), na qual foram
examinadas, em um unico dia, 6 determinacGes individuais para amostras a 100% da

concentracdo teste, obtidas a partir de solugOes extrativas diferentes, e pela precisdo
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intermediéria (precisdo intercorrida), a qual foi determinada por dois analistas em dois dias

consecutivos, para amostras também na concentragdo de 100%.

Exatidao

A exatidao foi avaliada por ensaios de recuperacdo, através da adi¢do de quantidades
conhecidas de solucéo extrativa diluida a amostras a 100% da concentragdo teste. Os valores
de recuperacdo, expressos em porcentagem, foram determinados através da razdo entre as
concentracdes médias determinadas experimentalmente com as concentragdes teoricas
correspondentes. As solucdes extrativas foram de 10,0 mg/mL acrescidas de 10 mL de uma
solucdo extrativa contaminante (12,5 mg/mL), resultando em trés réplicas com 11,25 mg/mL.

Robustez

O ensaio para determinagéo da robustez foi realizado a partir da variagdo dos seguintes
parametros: fluxo (0,9; 1,0 e 1,1 mL/min), temperatura da coluna (39, 40 e 41°C) e

estabilidade da solucdo extrativa (0 e 24 h).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desenvolvimento do método cromatografico

As condicBes cromatogréficas foram primeiramente estabelecidas com a solucéo
extrativa de B. forficata e, ap6s otimizacdo dos parametros, foram aplicadas para o padrao
canferitrina. Para desenvolvimento do método, testaram-se diferentes fases moveis (acido
trifluoroacético: dgua e acetonitrila; acido acético: dgua e acetonitrila e acido fosforico: agua e
acetonitrila) em condicdes variadas de gradiente, a fim de se obter a melhor separacdo e
resolucdo do pico da canferitrina na solugdo extrativa. Selecionou-se a fase mével composta
por &cido fosforico: agua 0,02% (pH = 2,5) e acetonitrila em condigdes de gradiente (Tabela
1).

Avaliaram-se, também, colunas C;g de diferentes comprimentos (15 e 25 c¢cm), sendo
escolhida a coluna Cg de 25 cm da Restek®. A temperatura que apresentou maior resolucéo
entre os picos e maior facilidade de estabilizacdo para o forno do cromatdégrafo durante as
andlises foi a de 40 °C. Variaram-se o fluxo e o volume de injecédo entre 0,2-1 mL/min e 10-40
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uL, respectivamente, sendo selecionados o fluxo de 1,0 mL/ min e o volume de injecdo de 20
pL.

Os cromatogramas foram obtidos no comprimento de onda determinado na anélise

espectrofotométrica da canferitrina em detector de varredura por arranjo diodo (DAD), o qual
demonstrou um méaximo de absorvancia em 343 nm (Figura 2).

Figura 2 - Varredura espectrofotométrica do padrao canferitrina.
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O tempo de retencdo para o padrdo canferitrina, como também para a canferitrina

presente na solucdo extrativa foi de 18,19 min. E os parametros utilizados para avaliacdo da
conformidade do sistema cromatogréfico escolhido estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros cromatogréaficos do pico da canferitrina na solucédo extrativa.

Valor aceitavel
Parametros Valor calculado (USP, 2010)
Resolucéo do pico 2,38 >2,0
Fator de assimetria 0,96 <15
Pratos tedricos 65528,31 2000
Fator de capacidade 6,806

Validacao do metodo cromatografico

Especificidade
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A avaliagdo da especificidade do método cromatografico pode ser observada na Figura
3, através da sobreposicdo dos cromatogramas da canferitrina padréo e na solucdo extrativa
das folhas de B. forficata L. Evidenciou-se nas amostras de B. forficata L. um pico com
mesmo tempo de retencdo do padrdo, como também com 0 mesmo espectro
espectrofotométrico com maximo de absorcdo em 343 nm. Com isso, confirmamos que neste
comprimento de onda é possivel quantificar especificamente a canferitrina contida no extrato
de B. forficata L., mesmo na presenca de outros compostos.

Figura 3 - Cromatograma do extrato de B. forficata L. sobreposto com canferitrina padrao.
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Os resultados dos pontos das trés curvas da solucdo extrativa, na faixa de 2,5 a 15
mg/ml, como também do padrdo canferitrina, na faixa de 3 a 15 pg/mL, estdo plotados na

Figura 4 (x,y), onde y é a area (mUA) e X a concentragdo de canferitrina (ug/mL).

Figura 4 - Curvas de linearidade da solugdo extrativa de B. forficata L. e do padréo
canferitrina.

450000 - 400000 -
- 1 > -
420000 - 350000 4 )
| »
360000 - 300000 + pd
| yd
e
OO0 - 250000 4 /,7
S | A
g 200000 § 20000 4 S
{ ’,,/
180000 0000 7
/
s
120000 4 0000 4 w Y 4
..... o
20X 000

T T T J
1 6 ) 0 © “ 10

Extrato (mg'ml.) Canferitring (pg/mi)



95

A andlise de regressao linear através do método dos minimos quadrados apresentou,
respectivamente, coeficientes de correlagcdo de 0,999 e 0,9986 indicando linearidade dentro
dos limites das concentracdes estudadas, conforme as equacdes da reta y = 0,9561x — 0,0077 e
y= 31140x — 482,87. De acordo com os resultados, observou-se também que nao houve falta
de ajustes para as médias, visto que os residuos ndo apresentaram anormalidade na sua
distribuicéo.

Os valores dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram 0,213 e 0,710
ug/mL, respectivamente. Através dos resultados, verificamos que o método possui alta

sensibilidade para detectar e quantificar o flavonoide canferitrina.

Precisao

O método mostrou-se precisos nos dois niveis analisados: repetitividade e precisao
intermediéria. Quanto ao parametro repetitividade encontrou-se como resultado uma média de
canferitrina de 9,67 pg/mL e um CV de 1,87%, abaixo do valor maximo especificado (5%).
Quanto ao parametro precisdo intermediaria, foi demonstrado, através do tratamento
estatistico por ANOVA Two-Way, que 0s métodos sao precisos para as analises realizadas por
analistas diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes, em virtude dos F calculados terem

sido inferiores aos F tabelados (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados experimentais obtidos na analise de precisdo intermediaria para método
por CLAE.

Analistas Dial Dia 2 Analista Dia

Analista 1 9,78 (ug/ml) 9,93 (ug/ml) F calculado — 0,29 F calculado — 0,84

Analista 2 9,80 (ug/ml) 9,75(ug/ml) F tapetado = 18,51 F tapetado = 18,51
Exatidao

A exatiddo, calculada pelo teste de recuperagdo, mostrou-se proximo a 100%, sendo de
97,89% para a amostra da solucdo extrativa de 11,25 mg/mL, a partir do valor tedrico de
canferitrina de 10,44 pg/mL e valor real de 10,66 pg/mL.

Robustez
O método mostrou-se robusto quanto as variacfes de fluxo e temperatura do forno,

como também, a estabilidade da solugéo extrativa durante o periodo de 24 h, pois através do
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tratamento estatistico por ANOVA One-Way, os F calculados para todos os parametros
apresentaram-se inferiores aos F tabelados (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados experimentais obtidos na analise de robustez para método por CLAE.

Parametro (mL/min) Meédia (ug/mL) = dp F
0,9 9,64 + 0,06
F calculado = 3,532
Fluxo 1,0 9,48 +0,13
F Tabelado = 51143
1,1 9,71+0,10
(°C) Média (ug/mL) £ dp
Temperatura 39 9,76 £ 0,06
F calculado — 0,841
40 9,73+0,05
F Tabelado — 51143
41 9,70 £ 0,04
(h) Média (ug/mL) £ dp
EStabllldade 0 9,75 i 0,13 F calculado = 0,741
24 9,78 £ 0,07 F Tabelago = 7,708

dp = desvio padréo.

CONCLUSAO
A metodologia desenvolvida mostrou-se adequado aos parametros de validagdo
estabelecidos, estando disponiveis como técnica especifica, sensivel, precisa, exata e robusta

para analise quantitativa de canferitrina em folhas de B. forficata L.
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7. AVALIAQAO DA INFLUENCIA DOS METODOS EXTRATIVOS NOS TEORES
DE CANFERITRINA E FLAVONOIDES TOTAIS EM FOLHAS DE Bauhinia forficata
Link.

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

Artigo submetido ao journal of agricultural and food chemistry
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AVALIA(;AO DA INFLUENCIA DOS METODOS EXTRATIVOS NOS TEORES DE
CANFERITRINA E FLAVONOIDES TOTAIS EM FOLHAS DE Bauhinia forficata
Link

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 artigo foi avaliar a influéncia das condi¢des de extragdo no teor de
canferitrina e teor de flavonoides totais. Os métodos avaliados foram percolacdo, maceracéo,
aquecimento a 40°C, agitagdo a 200 rpm e agitagdo com aquecimento. A extracdo com
agitacdo a 200 rpm, aquecimento a 40°C apresentou maior eficiéncia na extracdo de
canferitrina e flavonoides totais. O melhor método foi otimizado avaliando os pardmetros
massa planta/massa solvente, temperatura, teor de alcool do solvente extrator, velocidade de
agitacao.

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.

INTRODUCAO

As plantas medicinais possuem uma longa historia 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 etal., 2006).

No Brasil, programas oficiais de satde tém incentivado a exploracdo e/ou a produgéo
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 Satude com grande potencial para torna-se fitoterapico, figura
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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 vérias 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 sdo 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 obtencdo de solugdes extrativas padronizadas a partir de drogas vegetais representa
uma etapa imprescindivel para o desenvolvimento de um fitoterapico, esta padronizacéao
geralmente € 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  digestdo,

as mais exaustivas e sofisticadas, como a extracdo com fluido supercritico, extracéo de liquido
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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 extragdo sob
condicGes diversas, tais como: comparacgdo 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 tem 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 farmacologicos, através da
avaliacdo dos seguintes processos extrativos: maceracao, percolacdo, extracdo com agitacéo,
extracdo com aquecimento e extracdo com agitacdo e aquecimento. Assim como, ap6s 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 solucdo 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 identificacdo botanica e depdsito de exsicata realizado no
Herbéario da Universidade Estadual do Maringa, sob registro n°® 150 e confirmada no Jardim
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 pd vegetal foi realizada segundo os pardmetros: andlise granulométrica,
perda por dessecacdo, teor de cinzas e teor de extrativos, analises estas importantes para

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

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: acido fosforico, acetonitrila
grau cromatografico e etanol (Dinamica®). Cloreto de aluminio (AICIs) (Vetec®), etanol 70%,
Agua destilada e ultrapurificada (Millipore-Q-Gard®1, USA). Como padrdo 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 calibracdo 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 inoxidavel 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 —
20As, 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
solucdo hidroalcodlica 70%. As solugdes extrativas foram obtidas pelos métodos de
maceracdo (método I), percolacdo (método 1), extracdo com agitacdo (método Il), extracdo
com aquecimento (método IV) e extracdo com agitacdo e aquecimento (método V). Os
extratos obtidos foram resfriados a temperatura ambiente (25°C) e filtrados em algoddo. As
amostras foram preparadas em triplicata e em 3 experimentos independentes.

Nos processos extrativos de percolacdo e maceragédo, a droga vegetal ficou em contato
com o solvente por 7 dias em equipamento correspondente (Silva, 2010). Na extracdo com
aquecimento utilizou-se a temperatura em 50°C, ja na extracdo com agitacdo a temperatura
ambiente foi utilizada uma rotacdo de 200 rpm e na extragdo por aquecimento e agitacao
utilizaram-se estas mesmas condi¢des de temperatura e agitagdo, sendo o tempo de extracdo 1

hora para os trés métodos.
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Otimizacdo do método extrativo

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

velocidade de agitacao

Apos selecdo do melhor método extrativo, foram avaliados os 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 solucgdes 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 (EFS) Strat Phenomenex® (C18E 80 mg/mL) e ativada com 3 mL
da solucdo hidroetandlica de respectiva concentracdo. Para cada extrato foram utilizados
aliquotas de 2,8 mL e colocadas na coluna EFS com eluicdo de 3mL da solucdo
hidroetandlica para a obtencdo da fracdo A e posteriormente a adicdo no mesmo cartucho de 3
mL de éter de petroleo para a obtencdo da fracdo B (Muller, 2006; Martins et al., 2008).

As amostras foram diluidas nas concentracfes 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 fracdes, sem a adicdo de AICI3, para a
obtencéo das solucBes de compensacdo. Os espectros de absor¢do da fragdo A e B, na faixa de
200 a 500 nm, foram obtidos 30 min apos a adi¢éo de AlCls.

Caracterizacao das soluges extrativas de B. forficata

Determinacéo do pH

O pH da solugdo extrativa foi determinado em potenciémetro (Micronal B474)
calibrado com solucdes tampéo de pH 7,0 e 4,0. O resultado foi calculado pela média de trés

determinac6es (Farmacopéia Brasileira, 2010).
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Determinacao da densidade

A solucdo extrativa foi adicionada em picnémetro de 25 mL pesado antes e apds o
enchimento. As anélises 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 solugéo extrativa

As solucOes 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, 2010). 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 UV-Vis, de
acordo com a metodologia desenvolvida e validada por Marques et al., 2011b. Aliquotas da
solucdo extrativa foram transferidas para bales volumétricos de 25 mL, onde se adicionaram
2,0 mL de solucdo etanodlica de AICI; (2,5%, m/v). Ajustou-se o volume, em seguida, com a
solucdo hidroalcoodlica (40%, v/v). Apos 30 min da adi¢do da solucdo de cloreto de aluminio,
a absorvancia foi medida a A = 408 nm. Utilizou-se como branco, a solucdo extrativa apds
diluicdo, sem adicéo de cloreto de aluminio. O teor de flavondides foi expresso em quercetina.
A capacidade de extrair flavondides totais foi calculada em funcdo da quantidade total destes

na matéria prima vegetal segundo a equacgéo 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 = EL*® =500, absorcdo especifica do complexo AlCls- quercetina.

lcm
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Avaliacdo do teor de 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).

Obtencéo da solucéo padréo

Preparou-se uma solugdo etandlica do padrdo canferitrina a 50,0 pg/mL. Aliquotas
desta solucdo foram diluidas em etanol para obter as concentragdes 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 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 pL. A capacidade extrativa de CNF foi calculada de acordo com a equacéo 2, resultante da

equacao da curva padrao.

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

Onde A corresponde a area do cromatograma.

Tabela 1 - As 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
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32.01 80 20
35 85 15

Andlise estatistica
Para acompanhamento do experimento foram obtidos os desvios padrdo (dp) e os
coeficientes de variacdo percentual (CV%). O teor de CNF e flavonoides totais obtidos

através dos diferentes métodos extrativos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo dos Métodos extrativos

Na avaliacdo de processos extrativos em materiais vegetais € de suma importancia a
utilizacdo de técnicas analiticas modernas que possibilitem resultados rapidos, confiaveis, de
baixo custo e seguros a laboratorios de pesquisa e producdo (Silva; Aragdo, 2009). No
entanto, a determinacéo 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 flavondides totais e % RS), estdo descritos na Tabela 2 os resultados da
analise 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)-

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 1V 4,57 +0,24 1,06+ 0,02 2,65+0,01
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Método V 11,62 + 0,11 2,03 +0,02 5,09+0,01

Comparando-se os métodos de extracdo | a Ill, que tém em comum a extragdo sem
aquecimento, com os métodos IV e V, que utiliza calor na extracdo dos metabdlitos, o0 método
V mostrou-se 0 mais eficiente diante dos maiores teores de CNF e flavonoéides totais, 0 que
estd provavelmente relacionado ao somatério 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 I, IV e V, observa-se que as varidveis (agitacdo e
aquecimento) quando aplicadas isoladamente apresentam baixa extracéo de flavonodides 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 IV.

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

Na anéalise cromatografica do marcador CNF, evidenciou-se um pico no tempo de
retencdo (tr) de 18,2 min. A Figura 2 apresenta os cromatogramas do padrdo e das solugdes
extrativas pelos diferentes métodos extrativos. A curva de calibragdo da CNF mostrou-se
linear na faixa de concentracéo empregada, apresentando coeficiente de regresséo (R?) 0,9986
e equacdo da reta 'y = 31140x - 482.87.

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 maceracgdo (b); percolacdo
(c); extracdo com agitacdo (d) Extracdo com aquecimento (e) e extracdo com agitacdo e
aquecimento ().
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Diante dos resultados, 0 método V que utilizou temperatura e agitacdo, foi 0 que mais
extraiu flavonoides. Estes fatores influenciarem positivamente o deslocamento da constante
de equilibrio de saturacdo da solucdo extrativa, aumentando a solubilidade desses metabolitos
secundarios. Em relacdo ao tempo de extracdo, este método com apenas 1 hora de duragédo
mostrou ser mais eficaz, rapido e viavel industrialmente que os métodos tradicionais (métodos

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

Otimizacdo do método extrativo

Avaliacao da velocidade de agitacéo e da temperatura

Os resultados do TFT da variacdo da velocidade de agitacdo e temperatura do método
de extracdo V estdo apresentados na Tabela 3. Através de analise por ANOVA verificou-se
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 o monitoramento da CNF.

Tabela 3 - Resultados do TFT sobre os parametros de velocidade de agitacédo 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 (Media + 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 alcodlico do solvente extrator. Em ambos
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os parametros foram verificadas diferengas estatisticas, sendo necesséria a analise por CLAE
para 0 monitoramento da CNF.

Tabela 4 - Resultados da variagdo do TFT e teor de CNF sobre os parametros teor de mp/ms
e teor alcoolico 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 proporcdo 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
saturacdo do solvente na propor¢do mp/ms 01:05 (Figura 3). Esta proporcdo de mp/ms
resultou em uma tintura 1:2. A obtencdo de extrato fluido ndo foi possivel devido a
molhabilidade incompleta do pé de folhas ao aumentarmos a propor¢do mp/ms.

Figura 3 - Perfil cromatografico do padrdo CNF (a), da propor¢cdo mp/ms 01:05 (b) e da
proporcdo mp/ms 01:10 (c).

A resposta em relacdo a extracdo de CNF e flavonoides totais ndo foram semelhantes
ao variar a proporcédo 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 extragdo de principios ativos a partir de insumos vegetais ocorre através da
solubilizacdo destes no liquido extrator, neste processo a constante dielétrica tem fundamental

importancia (Medeiros; Kanis, 2010). Quando analisamos a variacdo do teor alcdolico na
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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 hidroetandlica 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 solucdo hidroetandlica a 30% pode ter ocorrido devido a hidrélise quimica na presenca de
agua, para isso a adicdo de solventes ndo aquosos de baixa toxicidade torna-se necessario para
reducdo da degradacdo de compostos flavonoidicos (Keinanen, 1993).

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 cromatogréafico do padrdo CNF (a), do teor alcodlico de 30° GL (a), de 50°
GL (b) e de 70° GL (c).
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Avaliacdo de Interferentes lipofilicos
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Petry et al. (1998) observou aumento da interferéncia lipofilica em funcéo do aumento
do teor alcodlico do solvente extrator em folhas de Passiflora alata. Foram analisadas
solucgdes extrativas com 20, 40 e 80% de etanol, as solugdes preparadas com etanol a 20 e
40% nao foram estatisticamente diferentes em relacdo ao TFT apds tratamento em coluna de
extracdo em fase sélida.

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 apos
tratamento em coluna de extracdo em fase sélida®.

Ao analisarmos as solugdes extrativas de B. forficata L. com 50 e 70% de etanol, ndo
observamos evidéncias de interferentes lipofilicos no TFT com aumento do teor alcodlico
(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 hidroalcoodlica 70% (a) e 50% (b) obtida por EFS
de uma solucdo 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 hidroalcoolica 70% (a) e 50% (b) de B. forficata. L.
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Caracterizacdo da solucéo 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 determinacdo 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 solugdo extrativa, no entanto, mudancas nestes valores podem acarretar em
alteracdes na estabilidade de compostos flavonoidicos.

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

A determinacdo da densidade é Gtil na monitorizacdo da massa do extrato atraves do
volume final da solucéo extrativa, geralmente antes de se iniciar um processo de secagem para
obtencg&o de extrato seco.

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

presente nos extratos hidroetandlicos.

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 é um pardmetro importante na selecdo de solugdes extrativas, haja vista
que no processo de secagem, o0 baixo teor de sélidos gera porosidade na particula resultando
em pbs 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 metabolitos da planta nas condicGes

estabelecidas.

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

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 extracédo 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 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 varidveis tempo de agitacdo e temperatura
ndo apresentaram diferencas significativas (P> 0,05), enquanto que as variaveis teor alco6lico
e relacdo 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 é rapido, conveniente e viavel

industrialmente.
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8. OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO SECO

Artigo VII — Obtencdo e caracterizacdo fisico-quimica do extrato seco por liofilizacdo e

produto seco por aspersao de Bauhinia forficata Link.
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OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO SECO POR
LIOFILIZACAO E PRODUTO SECO POR ASPERSAO DE Bauhinia forficata Link.

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, espectroscopicas,
cromatograficas, dentre outras. O adjuvante de secagem utilizado na secagem por asperséo foi
dioxido de silicio coloidal na concentracdo de 20% (p/p). Nao foi observada influéncia nas
caracteristicas dos constituintes do extrato apds secagem por aspersdo, 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 é importante para o desenvolvimento e controle de fitoterapicos, os quais sdo essenciais
para garantir qualidade do medicamento.

Unitermos: Bauhinia forficata Link, métodos de secagem, extratos secos, caracterizagao.

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.

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).
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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
et al., 2009; JORGE et al., 2004).

Extratos vegetais secos tém sido utilizados como produtos finais e intermediarios na
obtencgéo 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 tecnologicas (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 diéxido 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 producéo 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
ajudar a identificar as condi¢Ges 0timas 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,
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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 previo das caracteristicas
fisico-quimicas dos pds, possibilitando o controle adequado dos processos de producéo,
essencial para garantir qualidade do medicamento, assegurando sua eficiéncia e seguranga
(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 aspersao, sobre as propriedades fisicas e
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 eletrdnica de varredura, tamanho de particula, superficie especifica,
difracdo de raios-X, espectroscopia no infravermelho, caracteristicas reologicas, 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 identificacéo botanica e depdsito de exsicata foram realizados no Herbério
da Universidade Estadual do Maringa, sob registro n°150 e confirmada no Jardim Botanico do
Rio de Janeiro, pela especialista em identificacio 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®.
Obtencéo da solucéo 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 agitacédo a 200 rpm por 1 h,

utilizando agitador mecénico Marconi® modelo MA259. As amostras foram preparadas a
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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 algodéo.

Caracterizacdo da solucao extrativa
Determinacéo do pH, densidade e avalia¢éo do residuo seco

O pH da solugdo extrativa foi determinado em potenciémetro (Micronal® B474)
calibrado com solugdes tampédo de pH 7,0 e 4,0. A densidade realizada com o auxilio de um
picnémetro 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-vis)

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 solugdes das amostras do produto seco por aspersédo de Bauhinia forficata 20%,
30% (PSA) e extrato seco liofilizado (ESL) foram obtidas a partir de dilui¢bes das solugdes-
mée de concentracfes 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
volumétricos de 25 mL, onde se adicionaram 2,0 mL de solucdo etandlica de AICIl;3 (2,5%
m/v). Ajustou-se o volume, em seguida, com a solucdo hidroalcodlica (40% v/v). Ap6s 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 solugdes extrativas, apos
diluicdo, sem adigdo de cloreto de aluminio. O teor de flavondides foi expresso em quercetina

e calculado segundo a equacdo 1(SOUZA et al., 2010).

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

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

extrativa (g), e = E£2 = 500, absorcdo especifica do complexo AICIs- quercetina.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
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A curva-padréo foi preparada a partir de solugdo etandlica de canferitrina a 50 pg/mL.
O preparo e o doseamento de todas as solugcdes extrativas na analise por CLAE procederam as
mesmas condi¢des descritas anteriormente. Todas foram previamente filtradas em membrana
(Milipore®) com didmetro nominal de poro de 0,45 pm e injetadas no cromatdgrafo, em
triplicata.

O perfil cromatografico dos extratos foi obtido utilizando o método validado por
Marques (2011) em cromatégrafo a liquido Shimadzu® controlado pelo Software LC Solution
1.0 e constituido por bomba LC-20 AT, desgaseificador DGU — 20As, injetor automaético 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 um). Os padrdes e as amostras foram eluidos através 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 L. O flavondide
canferitrina, cedido pela Prof. Dr2. Maique Weber Biavatti (Universidade Federal de Santa

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

Tabela 1 - Condicdes de gradiente da fase mdvel composta por &cido 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

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

processo de secagem.

Obtencéo do extrato seco
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Liofilizagéo

As solucbes extrativas obtidas foram submetidas a desalcoolizacdo 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 pressio negativa
de 29 x 10°® mmHg e temperatura de -60 °C. O tempo de secagem foi 100 horas.

Secagem por aspersao

Na secagem por aspersao da solucdo extrativa, foi utilizado um mini spray dryer Lab-
Plant® SD-05. A solucdo 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, presséo do ar 0,9 bar e vazéo 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

Caracterizacao 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™.
Comportamento Reoldgico

Angulo de repouso

O angulo de repouso foi avaliado através da passagem de uma quantidade padronizada

de po6 (30 g) em funil de altura fixa (10 cm), com didmetros superior e inferior de 8,3 e 0,7
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cm, respectivamente, em superficie plana coberta com papel milimetrado. O angulo de
repouso (a) ¢ determinado pela equacdo: tg o = H/R (equagdo 2), onde H ¢ a alturae R é o
raio do cone. O tempo de escoamento € medido em segundos (VIANA, 2006; RATES;
OLIVEIRA, 2007).

Determinacéo da Densidade Aparente e de Compactacao (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 pd. 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 - pax100 (4) ID=V10-Vs00 (5)
pC pC
onde: V1o = volume do p6 apds 10 quedas; Vsgo = volume do p6 apds 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.

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 condic¢oes
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 termohigrémetro 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.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das superficies das particulas das amostras foram analisadas utilizando
um microscépio eletrdnico 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 adsor¢do 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 realizagdo deste ensaio, utilizou-se um analisador de &rea superficial e tamanho de
poros —ASAP 2420 Micromeritcs®, munido de software proprio para determinar a superficie
especifica (Sger) e 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).
Andlise 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
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
termobalanga, modelo DTG- 60H acoplado ao aparato DTA-TG, sob atmosfera de nitrogénio,

fluxo de 50 mL.min™, razdo de aquecimento 10°C.min™. As massas das amostras foram cerca
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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 poés 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 solucédo extrativa

A determinacdo 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
alteragBes na estabilidade de compostos flavonoidicos. O valor de pH da solucéo extrativa
analisada foi 6,13, a densidade da amostra analisada foi 1,014 e o residuo seco 5,09%

Avaliacao do teor de flavonoides totais (TFT) e de canferitrina

Os flavonoides sdo os principais compostos presentes na B. forficata Link que
apresentam diversas atividades farmacoldgicas, em destagque o flavondide CNF. Na Tabela 2,
encontra-se descritos os TFT e CNF da solucéo extrativa (SE), PSA e ESL.

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

fracdes flavonoidicas foram relativamente estaveis durante o processo de secagem.



Tabela 2 - Analise 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
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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 tempo de retencdo 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 IV, durante as duas ultimas décadas, tem sido uma ferramenta de

pesquisa bastante usada na area farmacéutica. Embora haja uma abundancia das publicacfes

recentes que tratem das aplica¢Oes desta técnica, o nimero de estudos quantitativos é ainda
limitado na area de produtos naturais (AALTONEN et al., 2008).

A Figura 2 apresenta 0s 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
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grupamentos de compostos carbonilas (cetonas, aldeidos, ésteres, lactonas) e uma faixa
compreendida de 1100 — 1331 cm™ caracteristicos de éteres. As atribuicdes das bandas
apresentadas foram realizadas por comparacdo com os resultados publicados de espectros
vibracionais e considerac6es tedricas dos compostos estudados.

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

Na anélise 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 asperséo, ESL: extrato seco liofilizado.

Comportamento Reolégico

O fluxo de pos é uma propriedade de suma importancia ao considerarmos formas
farmacéuticas solidas, e a medida do angulo de repouso é um método simples de

caracterizagdo do comportamento de pos durante o escoamento (CHAVES et al., 2009).
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Na avaliacdo do fluxo dos pds, 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 o 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,
qguanto menor, melhores serdo essas caracteristicas reolégicas (THOMAS; POURCELOT,
1991).

Pés 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 solugéo
extrativa, pois reduz a adesividade do extrato ao equipamento e incrementa suas
caracteristicas reoldgicas através de melhora na morfologia do po6, da distribui¢cdo do tamanho
da particula e da fluidez (RUNHA, 2001). No entanto, o PSA apresentou propriedade de fluxo
extremamente ruim 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 (Tabela 3). A densidade bruta de sélidos € um dado importante na
producdo de medicamentos por fornecer previsao do tamanho de invélucros de cépsulas 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.

Tabela 3 — Resultados da caracterizacao reoldgica dos extratos secos (PSA e ESL).

Pardmetros PSA Especificacoes ESL Especificacdes
(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 densificacéo.
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O ID fornece informagdes sobre o comportamento do pé quando submetido a
movimentacdo e que valores inferiores a 20 mL sugerem que o pO apresenta razoavel
propriedade de fluidez (GUYOT et al., 1995).

Diante dos resultados da analise do ID, sugere-se que o ESL possui este indice dentro
da faixa especificada, diferente do PSA, que se mostrou inadequada para as caracteristicas
reologicas. Porém, os resultados de todos os pardmetros reoldgicos devem ser avaliados

simultaneamente para que se tenham informac@es conclusivas.

Higroscopicidade e Umidade

A umidade é um fator que influencia a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica
dos materiais sélidos pulverulentos, além de poder afetar as caracteristicas reoldgicas do
produto que sdo esséncias no desenvolvimento de uma formulacdo 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
higroscépicas também foram determinadas pela sorcdo de agua em diferentes condicBes de
umidade. As curvas de sorcdo de umidade em fun¢do do tempo obtidas para UR de 69 e 88%

estdo representadas na Figura 3.

Figura 3 — Representacdo grafica das curvas de sorcdo de umidade para o PSA e o ESL de B.
forficata submetido a exposicdo em condi¢des 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 coloracdo marrom, formacdo de aglomerados, elevada adesividade
e higroscopicidade. Ja o PSA apresentou coloracdo esverdeada, pé fino com higroscopicidade
inferior ao ESL. Apesar de reduzir a higroscopicidade, o adjuvante diéxido de silicio coloidal
no PSA nédo 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. Ap6s
4 dias, houve estabilizacdo da sorcdo de umidade dos produtos. J& quando submetido a UR
88%, 0 ESL sorveu 64,3% de umidade e 0 PSA 47,66%, ao final de 14 dias de exposicdo,
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).

A higroscopicidade das amostras nédo 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;
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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).

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
métodos de secagem (HAQUE e ROOSE, 2006; LEON-MARTINEZ; MENDEZ-LAGUNAS;
RODRIGUEZ-RAMIREZ, 2011).

Andlise de area superficial e tamanho de poros
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A forma das isotermas de adsor¢do e dessorcdo indicam as caracteristicas da
porosidade de um solido, visto que a ocorréncia de histerese é em fungéo 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
dessorgdo, a isoterma em estudo € 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 esta intimamente ligada a
solubilidade do sélido. Os resultados dos parametros avaliados pelo ensaio de adsorcdo de

nitrogénio sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros avaliados pelo ensaio de adsorcdo de nitrogénio

Amostra Superficie Volume de Volume de Tamanho de
especifica BET poros microporos 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 recomendacdes da IUPAC, podendo ser classificada como microporo
(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 o 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 solubilizacdo dos

mesmaos.
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Analise granulométrica a laser

As particulas do PSA e do ESL apresentaram diametro medio de 16,83 pm na faixa
granulométrica, variando de 4,51 a 39,13 pum (Figura 4) e de 25,78 pum 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 0 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

0s resultados anteriores.

Analise Térmica
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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 e substancias volateis a
105°. O segundo estagio pode ser relacionado com a decomposicdo da matéria-prima com

geragdo de material carbonizado que finalmente é queimado no terceiro estégio.

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 0
terceiro estagio entre 187 e 275°C. Os trés estagios representam uma perda de massa de
51,5% em relacdo a amostra inicial.

A curva do DTG do PSA mostra que o segundo estagio ocorre entre 160 e 210°C e o
terceiro estagio entre 241 e 273°C. Os trés estagios representam uma perda de massa de
38,5% em relagéo 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 o0 PSA e 3,056% para o ESL, demonstrando que diferentes técnicas
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(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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CONCLUSAO

A caracterizacdo fisica e 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 € importante para o desenvolvimento e
controle de qualidade de fitoterapicos.

N&o foi observada influéncia nas caracteristicas dos constituintes da solucao extrativa
apos secagem por aspersdo ou liofilizacdo através das técnicas utilizadas. Os extratos secos
obtidos apresentam propriedades tecnologicas deficientes, o extrato liofilizado apresentou
elevada higroscopicidade, o que dificulta a incorporacdo destes extratos nas formulacoes
farmacéuticas, ja o produto seco por aspersdo pode ter suas caracteristicas farmacotécnicas

melhoradas através da alteracdo dos pardmetros de secagem e do tipo de adjuvante utilizado.
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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 tecnologicas mais adequadas para a formulacdo de formas

farmacéuticas sélidas.
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9. TOXICIDADE AGUDA E SUBAGUDA

Artigo VIII — Toxicidade aguda e subaguda de produto seco por asperséo de folhas de
Bauhinia forficata Link

Artigo a ser submetido na Journal of Ethnofarmacology
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TOXICIDADE AGUDA E SUBAGUDA DE PRODUTO SECO POR ASPERSAO DE
FOLHAS DE Bauhinia forficata LINK

RESUMO

Bauhinia forficata Link (pata de vaca) € 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 asperséo 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 hematologica 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 coracdo
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
hepatica.

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.

INTRODUCAO

B. forficata Link pertence a familia Fabaceae, cujas espécies sao de amplo interesse
medicinal, sendo empregadas em forma de chés e preparagdes fitoterapicas para o tratamento
de diversas enfermidades. Dentre os relatos descritos na literatura cientifica, os representantes

de Bauhinia sdo frequentemente estudados quanto a acdo hipoglicemiante, uma vez que na
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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
canferolicos 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 fracfes

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

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

repetidas do extrato seco de folhas de Bauhinia forficata Link.

2. Materiais e Métodos
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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 Parand Produtos
Florestais Ltda. O depdsito da exsicata foi realizado no Herbario da Universidade Estadual do
Maringd, sob registro n°® 150 e a identificacdo confirmada no Jardim Boténico do Rio de
Janeiro — RJ, Brasil, pela especialista em identificacdo de espécies do género Bauhinia,

Angela Vaz.
2.2. Obtencéo e caracterizagdo 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 mecénico
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 didxido 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 condicdes
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
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) validado por Marques et al (2011) e
(2010), respectivamente.

O perfil cromatografico dos extratos foi obtido em cromatégrafo a liquido Shimadzu®
(UFLC, Japédo) 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 moével composta por acido

fosforico: agua 0,02% (pH = 2,5) e acetonitrila. O fluxo foi de 1 ml/min e o volume de
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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 corpéreo, sintomas esdruxulos e mortalidade por um

periodo de 14 dias apds o tratamento.

2.5. Toxicidade subaguda

O teste foi realizado de acordo com o guia OECD 407 com pequenas modificacGes
(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.
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2.6. Par@metros bioquimicos e hematolégicos

Analise hematoldgica foi realizada utilizando um analisador hematologico automatico
(Coulter STKS, Beckman). Os seguintes parametros foram analisados: hemaécias, coeficiente
de variacdo de distribuicdo das hemacias (RDW), hemoglobina, hematdcrito, plaquetas,
volume médio de plaquetario médio (VPM), leucdcitos, neutrdfilos, segmentados,
eosinofilos, basofilos, Linfocitos, mondcitos e os indices hematimétricos: volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (SILVA et al., 2007). A contagem de leucdécitos diferencial foi
realizada com um microscépio Optico apds coloragdo e, para cada tipo de célula, 100 foram
contadas.

Para analise bioguimica, 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 (sédio, potassio e
cloreto) colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL, triglicérides e
acido urico.

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

2.7. Parametros morfoldgicos

Apds a eutanasia por excesso de tiopental sodico (35 mg/kg, i.p.), a necropsia foi
realizada (n = 5/groupo) para analise da avaliacdo macroscopica externa do coracao, figado,
pulmao, adrenais, estbmago, intestinos, rins, pancreas, baco, testiculos, epididimo, vesicula
seminal e ducto deferente. Esses orgdos foram cuidadosamente removidos, dissecados e
tiveram suas massas Umidas determinadas em balanga analitica, Gehaka modelo BG 440,

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

2.8. Andlise estatistica
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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
diferencas significativas, mostrando-se que o meétodo 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

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 padrédo CNF (a), EF (b) e PSA (c).
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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 observacéao.

Toxicidade subaguda

Nao 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 racédo (Fig. 3) e agua (Fig. 4) nos grupos tratados em relagdo ao grupo controle.

Parametros bioquimicos e hematoldgicos
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O perfil hematoldgico e biogquimico 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.
Parametros morfologicos

Os pesos absolutos e relativos dos 6rgdos e a morfologia macroscopica externa nao
foram alteradas pela administracdo do produto seco por asperséo 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 relacéo aos grupos tratados
com doses de 0,2 e 2,0 g/kg (Tabela 3).

Figura 2 — 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 padréo ( 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 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 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 padrdo ( n= 10/grupo).
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Tabela 1 — Efeito do produto seco por aspersao 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
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) 51,8246 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
DISCUSSAO

Toxicidade aguda

Os resultados do estudo de toxicidade aguda indicam que a admistracdo de produto

seco por aspersao de Bauhinia forficata Link por via oral com doses até 5,0 g/kg ndo produziu
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sinal de toxicidade ou morte em ratos, sugerindo uma Dose Letal (DLsp) maior que 5,0 g/kg,
sendo desta forma considerada ndo-téxica 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 toxica, 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 ndo
produziu mortes ou sinais de toxicidade. Além disso, a ingestdo de agua, racdo e o 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 bioguimicos e hematolégicos

No presente estudo, os parametros hematoldgicos analisados permaneceram dentro do
intervalo de referéncia para a espécie (HARKNESS; WAGNER, 1993). Da mesma forma nédo
houve alteracdo dos parametros bioquimicos analisados, com excecdo 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 e encontrada também emum grande numero de tecidos,
como coragdo, pulméo, musculo esquelético, cérebro e rim, enquanto a ALT € principalmente
limitada ao figado (LIMA et al, 2001), assim, a Ultima é 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 rdpido comoa ALT, que é citosélica (Al-Haboriet al., 2002). Isto poderia

explicar porque uma alteracdo foi encontrada apenas nos niveis de ALT.
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Estudos anteriores relatam resultados diferentes relativos a toxicidade hepética de
Bauhinia forficata Link. Uma avaliacdo da toxicidade hepética subcronica realizada em ratos
normoglicémicos apos tratamento oral, por 30 dias, com infusdo aquosa das folhas de B.
forficata Link, ad libitum, indicou um possivel dano hepatico 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 hepética também foi demonstrada para os extratos secos obtidos através
da secagem de solucdo hidroalcoolica 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,
apos 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 hepatica, bilirrubina do ducto biliar e hepéatica e enzima conversora de

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

Parametros morfologicos

Apesar da mudanca no peso relativo e absoluto do coracéo 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 administracéo aguda e subaguda de produto seco por aspersao de folhas de
Bauhinia forficata Link ndo induziu alteracfes significativas nos parametros hematologicos,
bioquimicos e morfologicos analisados em camundongos Mus musculus. No entanto, a
aumento dos niveis de ALT e fosfatase alcalina indicam uma possivel toxicidade hepatica.
Novos estudos sdo necessarios para avaliar melhor este achado, incluindo avaliagdo
histologica hepética, anélise enzimética de indu¢do microssomal e os efeitos do tratamento

crénico
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10. DESENVOLVIMENTO DA FORMA FARMACEUTICA

Artigo IX — Desenvolvimento tecnoldgico de granulados efervescentes a base de extratos de
Bauhinia forficata link como alternativa no tratamento do diabetes melittus

Patente depositada



161

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE GRANULADOS EFERVESCENTES A
BASE DE EXTRATOS DE Bauhinia forficata LINK COMO ALTERNATIVA NO
TRATAMENTO DO DIABETES MELITTUS

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. Por Bauhinia forficata Link ser uma planta de grande interesse pela comunidade
farmacéutica, h& o interesse em desenvolver métodos, processos e formulagBes a base deste
vegetal para a obtencdo de formas farmacéuticas. O objetivo do trabalho foi desenvolver
formulacéo de granulados efervescentes a base de extratos de Bauhinia forficata Link como
alternativa no tratamento do diabetes melittus. O material vegetal utilizado foi identificado e
registrado. A solugdo extrativa obtida foi seca por aspersdo e o extrato seco resultante foi
utilizado no desenvolvimento da formulacdo dos granulados efervescentes juntamente com 0s
excipientes. A caracterizacdo e o controle de qualidade dos granulados foram realizados
utilizando diversas técnicas tais como: Doseamento por Espectrofotometria Ultravioleta (UV)
e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), determinacdo da umidade, Analise
Térmica (Termogravimetria), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Anélise de
superficie especifica e tamanho de poros, Anélise granulométrica a laser, Difragdo de raios- X
e Analises reoldgicas. Os resultados da analise do granulado comparados aos do produto seco
por aspersdo (PSA), apresentaram melhores caracteristicas fisicas, quimicas e reologicas, o
que justifica o desenvolvimento da forma farmacéutica granulado.

Palavras-chave: formulacéo, fitoterapicos, flavonoides.

ABSTRACT

Bauhinia forficata Link is a native of South America widely used in the treatment of diabetes
mellitus due to antidiabetic activity attributed to flavonoid compounds, mainly canferitrina
marker, present in the leaves of this plant material. For Bauhinia forficata Link is a plant of
great interest in the pharmaceutical community, there is interest in developing methods,
processes and formulations of this vegetable base for obtaining pharmaceutical forms. The
objective was to develop a formulation of granulated effervescent base extracts Bauhinia
forficata Link as an alternative in the treatment of diabetes mellitus. The plant material was
identified and recorded. The extraction solution obtained was spray dried and the resulting
dried extract was used in the formulation development of effervescent granules together with
excipients. The characterization and quality control of aggregates were performed using
various techniques such as: Assay by Spectrophotometry Ultraviolet (UV) and high
performance liquid chromatography (HPLC), determination of moisture, thermal analysis
(thermogravimetry), Scanning Electron Microscopy (SEM) analysis of specific surface and
pore size, laser particle size analysis, X-ray diffraction and rheological analysis. The results of
the analysis of granular compared to the spray dried extract (PSA), showed better physical,
chemical and rheological properties, which justifies the development of the pharmaceutical
form granules.

Keywords: formulation, herbal products, flavonoids.
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INTRODUCAO

A grande maioria dos produtos fitoterapicos utilizados na terapéutica hoje foi
originada de estudos desenvolvidos a partir da medicina popular que fazem da rica
biodiversidade brasileira um vasto campo de pesquisa cientifica (BRASIL, 2011).

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos € uma pratica milenar que acompanha a
historia da farméacia e dos medicamentos. Cada vez mais, devido a comprovacao cientifica da
existéncia de acOes farmacoldgicas relevantes associadas a excelente relacdo custo-beneficio
tornou-se alvo de intensas pesquisas e investimentos por parte da industria de fitoterapicos e
também de incentivos governamentais por exercer papel primordial na atencdo primaria a
salde (SIANI, 2003; SOUZA, 2009).

Este cenario propiciou a aprovacdo em 22 de julho de 2006 da Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos pelo governo federal e recentemente, a divulgacdo pelo
Ministério da Salde, da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Satde (RENISUS) que tem como objetivo direcionar a pesquisas cientificas na area.
Nesta lista, constam 71 espécies vegetais que apresentam potencial para gerar fitoterapicos
que poder&o ser disponibilizados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2009).

Dentre as plantas divulgadas na RENISUS, figuram alguns representantes do género
Bauhinia, sendo a Bauhinia forficata Link, umas das espécies mais estudadas no Brasil em
funcdo do seu amplo uso popular como auxiliar no tratamento da diabetes e também por
possuir uma vasta distribuicdo geografica (PIZZOLATI et al., 2003 ;VAZ; TOZZI, 2005). Por
Bauhinia forficata Link ser uma planta de grande interesse pela comunidade farmacéutica, ha
o interesse em desenvolver métodos, processos e formulacbes a base deste vegetal para a
obtencdo de formas farmacéuticas.

Considerando a obtencdo de fitomedicamentos, este artigo tem por objetivo o
desenvolvimento tecnologico de granulados efervescentes a base de extratos de Bauhinia

forficata Link como alternativa no tratamento do diabetes melittus.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal
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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 Parand Produtos
Florestais Ltda®. A identificacéo botanica e depdsito de exsicata foram realizados no Herbério
da Universidade Estadual do Maringa, sob registro n°150 e confirmada no Jardim Botanico do
Rio de Janeiro, pela especialista em identificacio 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®.
Obtencéao da solucéo 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 mecénico 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.

Obtencéao do extrato seco

Determinacao do Residuo seco

A determinacdo do residuo seco foi realizada seguindo a Farmacopeia Brasileira
5%dicdo. Foram obtidas aliquotas de 2 ml do extrato, que foram pesadas e transferidas para
pesa-filtros limpos e desengordurados, previamente pesados em balanca Bel Engineering® e
identificados, os quais, ap6s evaporacido em banho-maria digital Nova Etica® foram
colocados em estufa a uma temperatura de 100°C a 105°C por trés horas. Apds esse periodo,
os pesa-filtros foram colocados em um dessecador até atingirem a temperatura ambiente e s
entdo foram pesados novamente. Em seguida foram recolocados em estufa por mais 30
minutos, repetindo este procedimento até peso constante. O resultado foi expresso em

porcentagem sobre o volume, calculado pela média de trés determinagdes.

Secagem por aspersao

Na secagem por aspersdo da solugdo extrativa, foi utilizado um mini spray-dryer

BUCHI B-290. As condic¢des operacionais empregadas nesse trabalho foram: temperatura de
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entrada 170°C, pressdo do ar 0,9 bar e vazdo de alimentacdo do extrato 8 mL/minuto. O

adjuvante de secagem foi o Aerosil®, na concentracio de 20% em relagéo ao residuo seco.

Rendimento do Processo de Secagem

O rendimento bruto da operacdo de secagem dos extratos secos foi calculado em
relacdo a massa tedrica de sélidos totais presentes nas solugcfes extrativas. Os sélidos totais
correspondem ao teor do residuo seco da solucdo extrativa, somada ao peso do adjuvante
adicionado (SU et al, 2008).

Desenvolvimento da formulacgdo dos granulados efervescentes

Na obtencdo tecnologica da formulacdo, foram utilizados como matérias-primas: o
extrato seco por aspersdo de B. forficata, como insumo ativo, o polivinilpirrolidona (PVP
K30), como aglutinante, o &cido citrico, o acido tartarico e o bicarbonato de sédio, como
promotores de efervescéncia, e alcool etilico como co-solvente, em diferentes proporcoes de
ativo (40%, 50% e 70%).

Foram manipulados lotes de granulados com peso médio de 4,0 g, contendo entre 40-
70% de extrato seco de B. forficata, 1-2% de PVP K 30, 6-8% de &cido citrico, 10-20% de
acido tartarico, 20-30% de bicarbonato de sddio e quantidade suficiente de &lcool etilico para
a disperséo do aglutinante.

O processo foi realizado utilizando o método de granulacdo por via Umida.
Primeiramente, os componentes da base efervescente (acido citrico, acido tartarico e
bicarbonato de sodio) foram pulverizados separadamente e, em seguida, misturados,
utilizando um misturador. O extrato seco de B. forficata foi adicionado e misturado com a
base efervescente. O PVP K30 foi disperso em alcool etilico e vertido sob a mistura contendo
0 insumo ativo e a base efervescente. A massa formada foi tamisada utilizando com abertura
de malha de 850 um. O granulado foi seco em estufa com fluxo de ar circulante, a
temperatura entre 40-50°C, durante 40 min, até a completa secagem, e, em seguida, foi
calibrado utilizando uma malha de abertura 500 um. O granulado obtido foi armazenado em
recipiente hermeticamente fechado.

Caracterizagéo dos granulados efervescentes

Doseamento por Espectrofotometria Ultravioleta (UV)
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A determinagdo do Teor de Flavonoides Totais (TFT) foi realizada pelo método
espectrofotométrico UV, de acordo com a metodologia desenvolvida e validada por Marques
et al, 2012.

As solucBes dos granulados e do Produto Seco por Aspersdo (PSA) foi obtida a partir
de diluicBes das solucBes-mde de concentracGes baseando-se no residuo seco de 3,5 %.
Aliquotas das foram transferidas para baldes volumétricos 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
solucéo hidroalcoolica (40% v/v). Apos 30 min da adicdo da solucéo de cloreto de aluminio, a
absorbancia foi medida em comprimento de onda 408 nm. Foram utilizadas como branco as
respectivas solugbes extrativas, apds diluicdo, sem adicdo de cloreto de aluminio. O teor de
flavonoides totais foi expresso em porcentagem (p/p) expresso em quercetina calculado
segundo a equacdo 1 (SOUZA et al., 2010)

TFT=A.FD/e.m Eqg. (1)
Onde A ¢é a absorbéncia lida, FD é o fator de diluicdo da amostra, m é a massa da solucdo
extrativa (g), e = E1% = 500, absorcéo especifica do complexo AICIs- quercetina.

lcm

Doseamento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A curva-padrdo foi preparada a partir de solucdo etandlica de canferitrina a 50 pug/mL.
Aliguotas desta solucdo foram diluidas em etanol para obter as concentracdes de 3,0; 5,0; 7,0;
10,0; 13,0 e 15,0 pg/mL. A curva padrdo teve com equacao da reta y = 31140x — 482,87 e
coeficiente de correlagéo de 0,9986.

O preparo das solugdes dos granulados e do PSA para analise por CLAE foi leitura
direta da solucdo mae de concentracbes baseando-se também no residuo seco de 3,5 %. Todas
foram previamente filtradas em membrana (Milipore®) com didmetro nominal de poro de 0,45
um e injetadas no cromatografo, em triplicata.

O perfil cromatografico dos extratos foi obtido utilizando o metodo validado em
cromatégrafo 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 Cig Restek® (250 mm x 4,6 mm,
5pum), mantida a 40°C e protegida por uma pré-coluna Cis Restek® (10 mm x 4mm, 5 pum).
Os padr@es e as amostras foram eluidas através de um gradiente de fase mdvel composta por

acido fosférico: agua 0,02% v/v (pH = 2,5) (A) e acetonitrila (B) como descrito na Tabela 1.
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O fluxo foi de 1 mL/min e o volume de injecdo de 20 pL. O flavondide canferitrina, cedido
pela Proft. Drd Maique Weber Biavatti (Universidade Federal de Santa Catarina —

Florianopolis / SC), foi utilizado como padrao.

Tabela 1 - Condices 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

Determinacéo da umidade

Amostras de 2 g de granulados foram colocadas em pesa-filtros previamente tarados e
dessecados. 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.

Andlise Térmica
Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas das amostras foram obtidas em triplicata por meio de
termobalancga, modelo DTG- 60H acoplado ao aparato DTA-TG, sob atmosfera de nitrogénio,
fluxo de 100 mL.min™, razéo de aquecimento 10°C.min™ e num intervalo de temperatura de

25- 600°C. As massas das amostras foram cerca de 5 mg, acondicionadas em cadinho de
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alumina. Verificou-se a calibragdo do instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de

calcio.
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das superficies das particulas das amostras foi analisada utilizando-se
um microscopio especifico, apos serem fixadas em fita de dupla face de carbono e
metalizadas com ouro por 15 min. As eletromicrografias foram obtidas em uma camara com

tensdo de excitacdo de 10 kV.
Andlise de superficie especifica e tamanho de poros

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

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 granulado foi analisado 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

dispersas em hexano e mantidas sob agitacdo no banho ultrassénico Unique® mod. USC-
1400°.

Difracédo de raios- X
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Os resultados de difracdo de Raios-X dos granulados e do PSA foram obtidos
utilizando difratémetro Siemens® (X- Ray Diffractometer, D-5000) equipado com anodo de
cobre. As amostras foram preparadas em suportes de vidro com fina camada de material dos
pos sem solventes e analisadas no intervalo de 2,0<26<90°, velocidade de digitalizacao 26/s e

tamanho da fenda 0,02°.

Caracteristicas reoldgicas

Angulo de repouso

O angulo de repouso foi avaliado atraves da passagem de uma quantidade padronizada
de granulados (20 g) em funil de altura fixa (10 cm), com didmetros superior e inferior de 14 e
1 cm, respectivamente, em superficie plana coberta com papel milimetrado. O angulo de
repouso (a) ¢ determinado pela equacdo: tg a = H/R (equagdo 2), onde H ¢ a alturae R € o

raio do cone. O tempo de escoamento é medido em segundos (VIANA, 2006).

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

Na determinacdo da densidade aparente (pa) dos granulados, utilizou-se uma amostra
de 20 g e transferidos para uma proveta graduada para medida do volume ocupado pelos
granulados. A densidade compactada (pc) foi determinada em equipamento Tap density
Varian®. Os granulados contido na proveta foi submetido a 10 e 1250 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 equacBes 3, 4 e 5, respectivamente
(SCHUSSELE; BAUER-BRANDL, 2003).

FH=pa (4) IC =pc - pax100 (4) ID=V1p-V1250 (5)
pC pC

onde: V1o = volume do p6 apds 10 quedas; V1250 = volume do pd apos 1250 quedas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Desenvolvimento da formulacdo dos granulados efervescente

Entre os granulados obtidos, foi selecionado o lote que apresentou melhor desempenho
de efervescéncia, solubilidade e as melhores caracteristicas reoldgicas, o qual possui a
seguinte composicao: 50% de extrato seco de B. forficata, 2% de PVP K 30, 7,5% de acido
citrico, 15% de acido tartarico, 25,5% de bicarbonato de sodio e quantidade suficiente de

alcool etilico para a dispersdo do aglutinante.

Caracterizacéo dos granulados efervescentes

Doseamento por Espectrofotometria Ultravioleta (UV) e por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Os teores de flavonoides totais e de canferitrina determinados pelas metodologias por
UV e por CLAE respectivamente encontra-se descritos na Tabela 2.

A andlise estatistica mostrou que os métodos de na obtencdo do extrato seco e no
processo de obtencdo dos granulados nédo tiveram efeito significativo sobre os teores
flavonoides, podendo-se inferir que as fragdes flavonoidicas foram relativamente estaveis

durante os processos de secagem.

Tabela 2 - Andlise de TFT e CNF na SE e Granulados.

TFT Teor de CNF

(mg /mL) +dp (Mg/mL) +dp
SE 10,73 + 0,01 17,25 + 0,05
Granulados 12,27+ 0,02 26,65 + 0,02

Conforme o cromatograma apresentado na Figura 1, observa-se que o SE e os
granulados apresentaram perfis quimicos semelhantes em relacéo a presenca dos flavonoides,
principalmente da CNF, a qual é atribuido a propriedade de marcador farmacoldgico e
quimico.

Os tempos de retencdo (tr) na analise de CLAE dos extratos, foram proximos de 31,5 £

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

Figura 1 - Perfil cromatografico do padrdo CNF, SE e Granulados.
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Determinacgdo da umidade

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

Na avaliagdo da umidade nos granulados, os resultados mostraram valores dentro do
preconizado pela Farmacopeia Brasileira 5° edigdo, entre o intervalo de 0,5-2,0 % de agua.

Analise Térmica

Na Figura 2 encontram-se as curvas TG do PSA, do granulado e dos excipientes da
formulacdo. A curva TG do PSA mostrou quatro eventos de perda de massa nas seguintes
faixas de temperatura e percentuais de perda e compostos volateis: 47-105°C (am=4%), neste
caso podendo ser perda de agua; 157-216°C (am=14%); 254-274°C (am=8%) e 329-363°C
(am=10%), restando ainda 50% de massa da amostra.

A curva TG do granulado mostrou também quatro eventos de perda de massa nas
seguintes faixas de temperatura e percentuais de perda: 52-105°C (am=4,6%), relacionado a
perda de agua; 169-190°C (am=20%); 207-261°C (am=24%) e 441-449°C (am=7%).

A curva TG dos excipientes da formulacdo do granulado (&cido tartarico, bicarbonato
de sddio, acido citrico, PVP) mostrou diferentes eventos de perda de massa entre 0s
excipientes. O acido tartarico e o bicarbonato de sédio mostraram apenas um evento de perda
de massa nas seguintes faixas de temperatura e percentuais de perda respectivamente: 212-
226°C (am=85%) e 132-169°C (am=36%). O acido citrico mostrou trés eventos de perda de

massa, perda de agua entre 48-64°C (am=3%), seguidos de dois eventos degradativos entre

| I T PO
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133 e197°C (am=73%). E o PVP mostrou dois eventos de perdas de massa, perda de agua
entre 37-78°C (am=16%) e degradacéo entre 412-457°C (am=75%).

Ao comparar o primeiro evento de perda de massa na faixa de 47-105°C do PSA e do
granulado, percebe-se que o teor de dgua no granulado foi menor que o extrato seco, tendo em
vista que o percentual de &gua foi em torno de 4,6% incluindo a umidade dos excipientes,
levando-se a concluir que a etapa de secagem no processo de obtengdo do granulado foi

eficiente, ndo resultando em massa de agua residual.

Figura 2 - Curva TG do PSA, granulado e excipientes obtida na razdo de aquecimento de 10°

C.min, utilizando fluxo de nitrogénio de 100 mL.min™.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise morfoldgica de farmacos constitui um pardmetro de monitoramento capaz de
detectar mudancas cristalinas em decorréncia de variacGes no processo de sintese ou mesmo
no processamento farmacéutico.

As micrografias das particulas dos granulados e do PSA estdo apresentadas na Figura 3.
Ambas as amostras apresentaram superficies esfericas com a presenca de diversos aglomerados,
sendo as particulas do granulado com propriedades morfologicas que proporciona melhores

caracteristicas reoldgicas.
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Figura 3 - Fotomicrografias do granulado (A e B) e do PSA (C e D). Barras de escala nas
figuras equivalem a 500 pm com aumento de 50x e 100 pm, com aumento de 200x
respectivamente.

Analise de superficie especifica e tamanho de poros

No estudo da estrutura porosa de um sélido € a superficie especifica e a distribuicdo de
tamanho de poros, que estd intimamente ligada & solubilidade do sélido. O granulado
apresentou tamanho de poro de 227 A e uma érea superficial especifica 3,2783 m2/g.
Considerando o parametro molhabilidade das particulas, em virtude do maior tamanho de poros, o
granulado apresentou uma melhores caracteristicas de porosidade frente ao PSA isolado, como
verificado na Tabela 3.

Tabela 3 — Determinagéo da superficie especifica e tamanho de poro de granulados.

Amostra Superficie Volume de Volume de Tamanho de
especifica BET poros microporos poros (A)
(m2/g) (cm®/Kg) (cm®/Kg)
Granulado 3,2783 17,54 5,43 227,00

PSA 44,30 123,54 19,28 111,54
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Analise granulométrica a laser

Na avaliacdo do tamanho de particula do granulado evidenciou-se um didmetro médio
de 33,64 um na faixa granulométrica, variando de 7,21 a 76,59 um (Figura 4). Comparando
com a granulometria do PSA (Figura 5), didmetro médio de 16,83 um, verifica-se para 0s
granulados tamanhos bem diferenciados e maiores, caracteristicos de granulos formados por

aglomeracoes de pos.

Figura 4 - Distribui¢do do tamanho de particulas do granulado.
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Figura 5 - Distribuicdo do tamanho de particulas do PSA.
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Difracéao de raios- X

Os difratogramas do PSA e do granulado estdo representados na Figura 6. O perfil

difractométrico do PSA revela um estado completamente amorfo, uma vez que pode ser
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confirmado pela presenca de picos nao definidos com
ruidos abundantes, sugerindo que as amostras analisadas ndo possuem caracteristicas de
cristalinidade. No perfil do granulado, a caracteristica amorfa do extrato seco se repete, mas
ha a sobreposicdo dos picos definidos e intensos dos excipientes que estdo na formulacao e

que possui caracteristicas cristalinas.

Figura 6 — Resultados da difragé&o de raios-X do PSA (a) e do granulado (b).
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Caracteristicas reoldgicas

Angulo de repouso

O fluxo de p6s é uma propriedade de suma importancia ao considerarmos formas
farmacéuticas solidas, e a medida do angulo de repouso é um método simples de
caracterizacdo do comportamento de p6s durante o escoamento (CHAVES et al., 2009).

O resultado obtido na determinacdo do angulo de repouso do granulado foi de 0,36 °.
Quando o valor do angulo é menor ou igual a 30°, as particulas apresentam bom escoamento,
e se for superior a 40° poderd apresentar um fluxo ruim. Com relacdo ao tempo de
escoamento, 0s granulados apresentaram um tempo de escoamento de 2,7 segundos. Pés com
tempo de escoamento inferior ou igual a 10 segundos apresentam um bom fluxo (Prista et al.,
1997; Nigro & Carazzatto, 1999). Ja com o PSA, o produto ndo apresentou escoamento e 0

angulo de repouso foi infinito.

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

Os resultados da caracterizacao reologica do granulado estdo sumarizados na Tabela 4.

O granulado apresentou valores inferiores a 20% no IC e 1,25 para o FH, indicativo de
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materiais com caracteristicas de facilidade para a capacidade de escoamento, pois IC e FH
medem de forma indireta o fluxo e empacotamento dos pds, quanto menor, melhores seréo
essas caracteristicas reolégicas (THOMAS; POURCELOT, 1991).

O ID fornece informacgdes sobre o comportamento do p6é quando submetido a
movimentacdo e que valores inferiores a 20 mL sugerem que o pd apresenta razoavel
propriedade de fluidez (GUYOT et al.,, 1995). O granulado mostrou o ID dentro do
especificado, com volume de 6,5 mL.

Porém, diante de todos os resultados, evidencia-se que o produto farmacéutico

granulado possui melhores caracteristicas reoldgicas que o PSA.

Tabela 4 — Resultados da caracterizagdo reoldgica do PSA e do granulado.

Parametros PSA Granulado Especificacbes (USP 34)
pa 0,24 g/mL 0,5g/mL
pC 0,4 g/mL 0,6g/mL
FH 1,68 0,83 <1,25 (facilmente
compressiveis)
IC 40,5 % 16,6% <20%
ID 31 mL 6,5 mL <20mL

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

compressibilidade, ID: indice de densificacao.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, concluimos que o desenvolvimento dos granulados
efervescentes a base de extrato seco de Bauhinia forficata Link foi obtido dentro dos
parametros de qualidade, atendendo aos aspectos fisicos, quimicos e organolépticos. A
obtencdo deste produto farmacéutico proporcionara a populacdo diabética uma nova

alternativa terapéutica fitomedicamentosa com qualidade, seguranca e eficacia.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A caracterizacdo fitoquimica e fisico-quimica contribuiram no processo de
identificacdo e padronizacdo de parametros de qualidade para a espécie. Pois, observou-se um
perfil fitoquimico similar para as amostras vegetais analisadas.

As metodologias analiticas desenvolvidas por espectrofotometria e CLAE para anélise
quantitativa de flavondides nas folhas de B. forficata Link foram validadas, estando todas
disponiveis como técnicas especificas, sensiveis, precisas, exatas e robustas, sendo entao aptas
para rotina laboratorial e de fundamental importancia para as analises realizadas.

Os métodos de extracdo influenciam diretamente no teor de CNF e o TFT em 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 otimizacéo do processo de extracdo
as varidveis tempo de agitacdo e temperatura ndo apresentaram diferencas significativas (P>
0,05), enquanto que as variaveis teor alcoolico e relacdo mp/ms diferiram significativamente.
Os resultados sdo considerados Uteis para um desenvolvimento em larga escala para extracao
de flavonoides a partir de folhas de B. forficata, visto que 0 método de obtengdo do extrato é
rapido, conveniente e viavel industrialmente.

A administracdo aguda e subaguda de produto seco por asperséo de folhas de Bauhinia
forficata Link ndo induziu alteracBes significativas nos parametros hematoldgicos,
bioquimicos e morfoldgicos analisados em camundongos machos. No entanto, a aumento dos
niveis de ALT e fosfatase alcalina indicam uma possivel alteracdo hepatica.

O desenvolvimento dos granulados efervescentes a base de extrato seco de Bauhinia
forficata Link foi obtido dentro dos parametros de qualidade, atendendo aos aspectos fisicos,
quimicos e organolépticos. A obtencdo deste produto farmacéutico proporcionara a populagéo
diabética uma nova alternativa terapéutica fitomedicamentosa com qualidade, seguranca e

eficacia.
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Realizar estudo farmacoldgico pré-cliinicos e clinicos dos granulados
efervescentes para a determinacdo da dose na ADF.

Obtencéo de formulagdes de formas farmacéuticas sélidas ADF que proporcione a
incorporacdo do extrato seco de B. forficata L. e o fa&rmaco sintético, através de
uma planificagéo qualitativa e quantitativa de excipientes;

Desenvolver e validar método para doseamento da forma farmacéutica final por
espectroscopia de Ultravioleta (UV) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE);

Realizar estudo de estabilidade das formulac6es desenvolvidas.
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