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RESUMO

Libidibia ferrea (Mart. exTul.) L.P. Queiroz, popularmente conhecida como juca ou
pau ferro, € uma planta medicinal nativa do bioma caatinga, comumente encontrada
na regido Nordeste do Brasil e bastante utilizada na medicina popular como anti-
inflamatério e hipoglicemiante. Considerando a diversidade de propriedades
biolégicas e a relagdo dessas com a presenca de acido gdlico em seus tecidos, a
avaliacdo deste composto tem papel importante na manutencdo da eficacia da
espécie. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo geral investigar a
influéncia sazonal sobre a variabilidade qualitativa e quantitativo de acido galico e
polifenois obtidos por CLAE, UV/Vis e por CCD. Para tanto, amostras de folhas e
cascas de um mesmo individuo de L. ferrea (8°3 30”S 34°54’ 12” W) foram
coletadas mensalmente no periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015. Apds
secagem e moagem, as amostras foram submetidas a caracterizacédo fisico-quimica
segundo metodologias farmacopeicas (FB5, 2010), cromatografadas em CCD e as
metodologias analiticas desenvolvidas por CLAE-DAD, foram validadas segundo
parametros estabelecidos pela RE/2003, e por ultimo, tiveram o teor de polifenois
avaliado por espectrofotometria no UV/Vis. Os resultados demonstraram que as
drogas avaliadas estdo dentro dos limites especificados pelo compéndio, tal como
teor de cinzas totais (< 6,5 %) e umidade residual abaixo do limite preconizado
(<14%). A andlise fitoquimica qualitativa por CCD confirmou a presenca de taninos
hidrolisaveis nas amostras tanto das folhas quanto das cascas de L. ferrea,
podendo-se observar a presenca desses durante todo o periodo de estudo, porém
variagcbes importantes na intensidade das bandas ocorreu entre as coletas. A
guantificacdo dos polifenois totais por espectrofotometria empregando o reagente de
Folin-Ciocalteu revelou que, tanto folhas como cascas, apresentam maior teor de
polifenois nos meses com baixa precipitacdo, referentes a primavera (SET-NOV).
Por outro lado, o declinio no teor de polifenois foi observado quando houve altas
precipitacdes, no outono (MAR-MAI) e no inverno (JUN-AGO) para as folhas e as
cascas, respectivamente. Em relacdo ao doseamento de acido galico por CLAE nas
folhas e cascas L. ferrea, pode-se observar que nas folhas a maior concentracao de
acido galico foi na primavera (baixas precipitacbes), e a menor concentracdo no
outono (altas niveis de precipitacdo), coincidindo com os resultados do método
espectrofotométrico para doseamento de polifenois nas folhas. Ja nas cascas a
maior concentracdo de acido galico foi observada no inverno, enquanto as menores
concentragBes foram na primavera, havendo nenhuma relacdo com os resultados
encontrados para o doseamento de polifenois. Diante do exposto, pode-se
estabelecer a melhor época de coleta para os farmacégenos estudados, bem como
levantar indicios de fatores que colaboram ou ndo para 0 aumento no teor dos
compostos estudados.

Palavras-chave: Controle de qualidade. Sazonalidade. Taninos. Validacao.



ABSTRACT

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz, best known as juca or pau ferro
(Brazilian lronwood or leopard tree), is a native medicinal plant of the Caatinga
biome, commonly found in northeastern Brazil and widely used in folk medicine,as
anti-inflammatory and hypoglycaemic. Taking into consideration the diversity of
biological properties and its relation with the presence of gallic acid in their tissues,
the evaluation of these compounds play an important role in maintaining the
effectiveness of the species. The present study aimed to investigate the seasonal
influence on the qualitative and quantitative variability of gallic acid and polyphenols
obtained by HPLC, UV/Vis and by TLC. To that end, samples of leaves and barks of
the same individual L. ferrea (8°3’ 30”S 34°54’ 12” W) were collected monthly from
September 2014 to August 2015.After drying and grinding, the samples were
subjected to physical and chemical characterization by pharmacopoeic
methodologies (FB5, 2010), chromatographed on TLC and methodologies by HPLC-
DAD have been validated using parameters by RDC/2003, and finally had the
polyphenol content assessed by spectrophotometry. The results showed that the
drugs are evaluated within the limits specified by the compendium, such as the levels
of total ash (<6.5%) and residual moisture below the recommended limit (<14%). The
phytochemical qualitative TLC analysis confirmed the presence of hydrolyzable
tannins in the leaves of both samples as the shells of L. ferrea.The presence of
compounds was observed during the whole period, but significant variation in
intensity of bands occurred between collections. The quantification of total
polyphenols spectrophotometrically using the Folin-Ciocalteu reagent revealed that
both leaves and bark, have higher polyphenol levels in months with low rainfall,
associated to spring (September to November). Moreover, the decrease in
polyphenols levels was observed when there was high rainfall, in autumn (March to
May) or in winter (July to August) to the leaves and bark respectively. Regarding the
determination of gallic acid by HPLC on leaves and bark L. ferrea, it can be observed
that in the leaves the higher concentration of gallic acid was during spring (low
rainfall) and the lowest concentration during fall (high levels of precipitation) agreeing
with the results of the spectrophotometric method for determination of polyphenols in
the leaves. As for the bark, the highest concentration of gallic acid was observed
during winter, while the lowest concentrations were in the spring, with no relation to
the results for the determination of polyphenols. Given the above, one can establish
the best time of collection for the study pharmacogens and raise evidence of factors
that contribute or not to increase the content of the studied compounds.

Key-words: Quality Control. Seasonality. Tannins. Validation.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no combate a enfermidades consta em umas das
praticas mais antigas da humanidade. Desde 0s tempos mais remotos o poder de
cura das plantas medicinais tem sido aproveitado e passado ao longo das
civilizagbes, sendo importantes como fitoterapicos e na descoberta de novos
farmacos, uma vez que, o reino vegetal possui a maior contribuicdo para
desenvolvimento de novos medicamentos. Hoje, mesmo com o amplo mercado de
medicamentos sintéticos, 0 uso de plantas medicinais e/ou fitomedicamentos ainda é
mais acessivel a populacédo (YUNES et al., 2001; MACIEL et al., 2002; MINISTERIO
DA SAUDE, 2012; BAYDOUN et al., 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 80% da
populacdo mundial, utilize plantas para suprir a falta de assisténcia medica, e que
aproximadamente 25% das prescricdes, apresentem como compostos ativos
derivados de plantas. N&do existem dados oficiais sobre o tamanho desse mercado
no Brasil, as estimativas variam entre 350 a 550 milhdes de ddlares ao ano (OMS,
2002; SIMOES, 2002; MIOTO, 2010).

Dentre as espécies de interesse medicinal, a Libidibia ferrea, popularmente
conhecida como pau ferro ou juca, € uma espécie amplamente distribuida no
Nordeste brasileiro, principalmente na regido da caatinga. Consiste em uma arvore
de grande porte, e apresenta grande importancia econémica. Suas folhas servem
para forragem; a madeira é empregada em construcdes civis e marcenaria em geral,
podendo ainda ser utilizada no paisagismo (AVELINO et al., 2012).

Entre as suas propriedades farmacologicas podem ser citadas atividade anti-
inflamatoria, analgésica, antibacteriana e hipoglicemiante. Suas cascas Sao
utilizadas no tratamento da asma, tosse cronica, e como cicatrizantes. Diversas
partes da planta, como folhas, frutos e casca sdo usadas no tratamento da
leishmaniose. Na medicina popular ha relatos do seu uso como antidiarreico,
antimicotico, tratamento de Ulceras e afeccdes nos pulmdes (VASCONCELOS et al.,
2009; CAVALHEIRO et al., 2009; DUARTE, 2010; FERREIRA; SOARES, 2015).

Devido ao seu grande emprego na medicina popular, essa espécie foi incluida
na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao sistema Unico de saude
(Renisus), em fevereiro de 2009 (ALVES, S.F2014). A Renisus consiste uma lista

com espécies vegetais que apresentam grande potencial farmacoldgico, o seu
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principal objetivo é subsidiar pesquisas cientificas estimulando a producao nacional
de produtos derivados de espécies nativas e a introducdo de praticas
complementares de assisténcia a saude pelo SUS (MARQUES et al., 2012).

Embora as plantas medicinais estejam ganhando um grande destaque no
cenario mundial, o controle de qualidade realizado na maioria dos casos nao é
eficiente, principalmente devido a grande complexidade dos insumos vegetais, 0 que
resulta em problemas como fraudes e adulteracdes. Além disso, condi¢des como
sazonalidade, operacbes de coleta e tratamentos empregados para estabilizacéo
destes materiais, contribuem para a variacdo de metabdlitos secundarios. A
padronizacdo quimica de medicamentos fitoterapicos garante a sua eficacia e
seguranca, para isso, técnicas como CLAE e CCD auxiliam no controle de qualidade
através da identificacdo de marcadores quimicos, que contribuem na autenticidade
bem como o estabelecimento de protocolos para o controle de qualidade de
fitoterapicos (BRAGA et al., 2003; CHABARIBERI et al., 2008).

Segundo Gobbo-Neto e colaboradores (2007), a época em que uma planta é
coletada € um dos fatores de maior importancia no controle de qualidade de drogas
vegetais, pois 0 ambiente desempenha um papel importante no desenvolvimento e
crescimento dos vegetais, e conhecer a variabilidade quimica € essencial para a
padronizacdo de medicamentos fitoterapicos (CASTRO et al., 2005; YARIWAKE et
al., 2005).

Ao acompanhar a variacdo sazonal de taninos hidrolisaveis nas folhas de
Eugenia uniflora, Santos (2006) pode constatar que, além da influéncia climatica,
fatores como floracao, frutificacdo e ataques de herbivoros tem grande importancia
na variacdo da composicdo de metabdlitos secundarios. Outros trabalhos como o de
Santos e colaboradores (2009), observaram a relacdo entre o estresse hidrico e a
producédo de polifenois, denotando assim a necessidade de se realizar estudos que
possam acompanhar os fatores que tem influéncia na variabilidade dos metabdlitos
secundarios.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo investigar a variabilidade
sazonal dos perfis quali e quantitativos de polifenois nas cascas e folhas de L.
ferrea, utilizando técnicas espectrofotométricas (UV/Vis), e cromatograficas (CLAE-
DAD e CCD), afim de estabelecer um marcador quimico para a espécie L.ferrea,

auxiliando entédo no controle de qualidade da espécie.



15

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia da sazonalidade nos perfis quali e quantitativo de
polifenois nas cascas e folhas de Libidibia ferrea, bem como caracterizar padroes
fisico-quimicos, para aplicagéo no controle de qualidade da espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a variabilidade sazonal para a espécie, de acordo com as
impressdes digitais estabelecidas.

e Verificar parametros de qualidade fisico-quimicos para a espécie vegetal
Libidibia ferrea;

e Adequar metodologias analiticas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para quantificacao de acido galico;

e Estabelecer impressfes digitais para o acido galico presente na espécie por ,
CLAE e CCD.

e Quantificar polifenois totais por UV/Vis.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FAMILIA FABACEAE

As leguminosas sdo amplamente distribuidas no planeta, com excecdo dos
polos. Elas podem ocupar desertos, florestas tropicais e até mesmo ambientes
aquaticos (FERNANDES; GARCIA, 2008). No Brasil ocorrem 2.807 espécies (1.508
endémicas) em 222 géneros (LIMA et al., 2015). Podem ser encontradas na forma
de trepadeiras, arbustos, ervas anuais ou perenes e arvores de pequeno, médio e
grande porte (FERNANDES e GARCIA, 2008).

A familia Fabaceae, a terceira maior familia entre as angiospermas, e a
segunda economicamente mais importante (BRITO; PINHEIRO; SAZIMA, 2010).
Apresentando cerca de 619 géneros e aproximadamente 17.815 espécies, a familia
Fabaceae € tradicionalmente dividida em trés subfamilias: Ceasalpinoideae,
Faboideae e Mimosoideae (MOREIRA-CONEGLIAN; OLIVEIRA, 2006).

A subfamilia Caesalpinioideae, compreende cerca de 150 géneros, podendo-
se destacar: Cassia (ex.: boi gordo), Bauhinia (ex.: unha-de-vaca), Copaifera (ex.:
cobaipa), Hymeneae (ex.: jatobd) e Cesalpinea que tem como espécies muito
conhecidas o pau brasil e o pau ferro (CARVALHO, 2004).

Os frutos sdo geralmente do tipo legume, apresentando variacbes do tipo
bacdide, nucéide e samardide, e também lomento, foliculo, sdmara e drupa
(BARROSO et al., 1999).

3.2 GENERO Caesalpinia

O Género Caesalpinia apresenta cerca de 500 espécies, sendo essas
amplamente distribuidas nas zonas tropicais e subtropicais, e algumas espécies
estao restritas a determinados locais, como € o caso da Caesalpinia echinata restrita
ao Brasil, e a Caesalpinia pulcherrimarestrita a América Central (ZANIN et al., 2012).
Este género constitui-se de espécies arboreas ou arbustivas com estipulas caducas
ou ausentes, folhas, as vezes, glandular-punctadas na face inferior, flores

zigomorfas com sépalas denteadas e estigma terminal ou subterminal; legumes
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glabros com tricomas simples, glandulares, glandular-peltados ou ramificados
(BORTOLUZZI et al., 2007; FERNANDES; GARCIA, 2008).

Algumas substancias j4 foram isoladas do género Caesalpinia, podendo-se
citar: isoflavonas nas folhas de Cesalpinia pulcherrima (DAS et al.,, 2009),
aminoécidos das sementes de Caesalpinia tinctoria (ZANIN et al., 2012),) e algumas
classes de metabdlitos secundarios como flavonoides, taninos, diterpenos e esteroéis
(ZANIN et al.,, 2012). Em relacdo as atividades farmacologicas, esse género
apresenta atividades anti-inflamatéria (CARVALHO, 2004), antiulcerosa,
antimicrobiana, anti-helmintico, antipirético (ZANIN et al., 20012).

3.3 A ESPECIE Libidibia ferrea (Mart.exTul.) L.P. Queiroz

Libidibia ferrea, também conhecida como juca ou pau ferro, apresenta como
basindnimo Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. (FLORA DO BRASIL, 2015). E uma
espécie amplamente distribuida no Norte e Nordeste do Brasil, e pertence a familia
Fabaceae (MARREIRO et al., 2014).

E uma arvore de grande porte, podendo variar de 10 a 15 metros de altura, o
tronco curto de 40 a 60 cm de diametro com bifurcacbes quando isolado, apresenta
uma copa arredondada, fechada e densa. Cascas lisas, finas e acinzentadas com
manchas brancas irregulares que contrastam com o fundo marrom do tronco. Suas
folhnas sdo compostas, bipinadas, com flores amarelo-brilhante, pequenas reunidas
em panicula terminal de até 20 cm de comprimento. Seu fruto € um legume preto-
avermelhado, que ao amadurecer torna-se negro e chocalhante, porque as
sementes se soltam dentro de cada l6culo na vargem. Cada fruto contem 2 a 10
sementes elipsoides, amarelas ou marrons de consisténcia bastante dura
(LORENZI, 2002; MACHADO, 2006).

Nascimento e colaboradores (2002), ja haviam relatado a utilizacdo de
L.ferrea como uma espécie forrageira, além disso, pode-se observar 0 seu emprego
na arborizacdo de ruas devido a grande resisténcia a seca e a sua copa pouco
densa, na construcao civil com o fornecimento de madeira de boa qualidade, e na
ornamentacado de ambientes (CRUZ,1979; CARVALHO, 2004).

A espécie tem uma floracdo que ocorre na estacao seca até inicio da estacéo

chuvosa, e a frutificagdo vai do final da estacdo seca e se prolonga até a estacao



18

chuvosa, apresentando alta producéo de frutos anualmente (GALDINO; MESQUITA,
FERRAZ, 2007).

No que diz respeito a composi¢do quimica, Ueda e colaboradores (2001) ja
identificaram por CLAE os acidos galico e elagico de extratos etandlicos dos frutos
secos de L.ferrea. Nakamura e colaboradores (2002) isolaram do extrato acetato de
etila dos frutos de L.ferrea o &cido gdlico e o galato de metila. Segundo Carvalho
(2004), em extratos benzénicos dos frutos pode-se isolar sitosterol, acidos palmiticos
e octacosandico. Gonzalez (2004) descreveu a presenca de saponinas, flavonoides,
taninos, cumarinas e esteroides nos extratos hidroalcodlicos das folhas e cascas.

Em 2006, Dias e colaboradores realizaram um estudo utilizando extragdo com
CO2em estado supercritico nos frutos da espécie. A partir desse estudo, foi possivel
identificar seis compostos diferentes, sendo eles: acido linoleico, acido palmitico,
acido elagico, gama-sitosterol, acido stearatico e lupenoina.

Matos (2007) identificou acido galico, acido elagico, e o éster metilico do
acido elagico, como as principais substancias responsaveis pelas atividades
biologicas nos frutos dessa espécie vegetal.

Sampaio em 2009 descreveu a presenca de um alto teor de polifenois no
extrato bruto dos frutos de L. ferrea, e atribuiu a esses a atividade antimicrobiana
descrita para a espécie.

Araujo e colaboradores (2014) confirmam a presenca de polifenois, tais como
acido galico e catequina, em extratos aquosos e extratos agua-acetona nas cascas
de L. ferrea.

O uso do caule da espécie na medicina popular, tem sido relatado para tratar
afeccdes bronco-pulmonares, distlrbios gastrointestinais, reumatismo, diarreias e na
cicatrizacdo (OLIVEIRA et al., 2010).

Na regido amazodnica a L.ferrea apresenta uma ampla aplicacdo medicinal. As
suas folhas podem ser utilizadas para tratar hemorroidas, amebiase e problemas
hepaticos. A infusdo das folhas junto com os frutos € til para tratar inflamacgdes do
figado e no tratamento de tuberculose. A casca é usada na preparacdo de um
xarope contra asma e bronquite (Di STASI, 2002).

Ueda e colaboradores (2001) constataram a atividade hipoglicemiante dos
frutos da espécie, através da inibicdo da aldose redutase. Em 2011, Vasconcelos e

colaboradores também relataram atividade hipoglicemiante da casca do caule da



19

espécie, propondo-a como um tratamento alternativo promissor para condi¢cdes
diabéticas.

Nakamura e colaboradores (2002) relataram atividades analgésicas e
antiinflamatdria para os extratos aquosos dos frutos, além de atividade antiulcerosa,
antitussigena e cicatrizante.

Carvalho (2004) realizou estudos para comprovar as ac¢des antiinflamatérias e
analgésicas de L. ferrea. O estudo foi realizado através de administracdo do extrato
bruto aquoso das cascas da espécie por via intraperitoneal e via oral em ratos.

Nozaki e colaboradores (2007) isolaram uma chalcona responsavel pela
inibicdo da topoisomerase I, no caule da espécie, sendo entdo responsavel por uma
atividade anticancerigena.

Dias e colaboradores (2013) confirmaram atividade anti-inflamatoria para os
frutos e casca da espécie. Silva e colaboradores (2013) relataram o uso de L.ferrea
para desordens renais, estresse, fadiga e dor de cabeca.

Também Foi possivel observar que a utilizagdo do cha feito a partir das
cascas é empregado para perda de peso e clareamento de lesdes. Os frutos séo
frequentemente utilizados para tratar anemia, doencgas pulmonares, asma e diabetes
(FERREIRA; SOARES, 2015).

Além das atividades ja citadas, outras atividades farmacologicas foram
atribuidas para a espécie, podendo-se mencionar atividade antimicrobiana contra
patdgenos orais nos frutos (SAMPAIO et al., 2009), atividades celulasica, amilasica,
anticoagulante e larvicida contra A. aegypti,nas sementes, revelando a presenca de

compostos de interesse farmacologico e industrial (CAVALHEIRO et al., 2009).

3.4 POLIFENOIS

Os compostos fendlicos podem ser definidos como substancias que possuem
um ou mais anéis aromaticos, e que este seja substituido com no minimo um
grupamento hidroxila. Os compostos fendlicos apresentam grande variedade
estrutural, englobando desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacdo. Entre os compostos fendlicos que apresentam maior destague estédo
os flavonoides, taninos e acidos fendlicos (ANGELO; JORGE, 2006; CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2010).
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Tendo origem a partir do metabolismo secundério das plantas, os compostos
fendlicos possuem grande importancia no crescimento e reproducdo dos vegetais,
na protecdo contra os raios UV, protecdo contra patdgenos e herbivoros e contra
varios estresses causados pelo meio (ANGELO; JORGE, 2006; DAGLIA, 2012).
Com uma grande distribuicdo no meio ambiente, eles podem ser classificados de
acordo com a sua ocorréncia no reino vegetal, podendo ser: compostos amplamente
distribuidos, compostos de distribuicao restrita e polimeros. Os compostos de ampla
distribuicdo geralmente englobam os flavonoides, as cumarinas e os derivados dos
acidos benzoicos e &cidos cindmicos. No grupo dos compostos de distribuicdo
restrita estdo os fendis simples, hidroquinona e o resorcinol. E no grupo dos
polimeros estdo os fendlicos que ndo se apresentam na forma livre nos tecidos
vegetais, como as ligninas e taninos (ANGELO; JORGE, 2006; CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2010).

As principais fontes de compostos fendlicos incluem frutas citricas, como
liméo, laranja e tangerina, além de outras como ameixa, cereja, mamao e maca;
incluem também cereais, vegetais e legumes como pimenta, brocolis e tomate.
Algumas bebidas como chas, café e sucos de frutas também sédo otimas fontes de
polifenois (ANGELO; JORGE, 2006; KHODDAMI et al., 2013).

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos deve-se em grande parte a
grande variedade de combinacbes que pode acontecer na natureza, as
combinacgdes resultantes sdo chamadas de polifenois e podem ser divididas em
classes, de acordo com o tipo de esqueleto principal, conforme demonstrado no
quadro 1 ( CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2010).
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Quadro 1 - Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com o esqueleto basico.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs
Acidos hidroxibenzoicos Ce-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce-C2
Acidos hidroxicinamicos, Cs-C3

fenilpropandides

Naftoquinonas Ce-Cs
Xantonas C6-C1-Cs
Estilbenos, antoquinonas Ce-C2-Ce
Flavondides, isoflavonodides Ce-C3-Cs
Lignanas, neolignanas (Ce-C3)2
Biflavonéides (Ce-C3-Co)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (Ce-C3-Cé)n

Fonte: CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2010.

Devido a grande distribuicdo dessa classe de metabdlitos, e da sua
importancia frente a atividades biologicas, € necessario técnicas eficientes que
possam otimizar e melhorar o rendimento desses metabolitos. Diante disso,
trabalhos como o de Cujic e colaboradores (2015), otimizaram a extracdo de
polifenois de extratos secos dos frutos de Aronia melanocarpa, usando técnicas de
maceracao tradicional. Outros trabalhos como o de Nayak e colaboradores (2015) e
Zlotek e colaboradores (2015) demostraram a importancia de se investigar
parametros que possam maximizar as respostas da extracéo de polifenois.

Além de estabelecer boas condicbes experimentais, € de fundamental
importancia conhecer a variabilidade dos metabdlitos, uma vez que muitos fatores
podem interferir no seu rendimento. Logo, é necessario ndo sO desenvolver boas
condi¢cBes analiticas, mas também usa-las para acompanhar a variabilidade dos

metabolitos, e assim, garantir maior eficiéncia no seu controle de qualidade.
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3.5 TANINOS

Segundo Mello e colaboradores (2010), os taninos sdo compostos fendlicos,
sollveis em agua, com massa molecular entre 500 e 3000 Dalton, que apresentam
como caracteristica principal a formacdo de complexos insollveis em agua com
alcaloides, gelatina e outras proteinas.

Ha mais de 200 anos essa classe de metabdlitos é utilizada com a funcao de
curtimento do couro; seus usos mais recentes na industria incluem adesivos,
floculantes, modificadores de viscosidade, na industria alimenticia tem emprego
como antioxidante nos sucos de frutas e clarificantes em vinhos (PANSERA, 2003;
ARAPTSAS, 2012; BASTOS et al., 2015).

Dependendo da sua estrutura quimica, os taninos podem ser classificados em
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo derivados do chiquimato,
e constituem em ésteres de acido galico (galotaninos) e acido elagico (elagitaninos),
apresentando geralmente como poliol central a glicose. Comparado a outras
classes, os taninos hidrolisaveis tem uma distribuicdo muito restrita, ficando restritos
as dicotileddneas (ARAPTSAS, 2012; HASLAN, 2007; MELLO; SANTOS, 2010).

Taninos condensados sdo também chamados de proantocianidinas, devido a
formacdo de pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas apés
degradacéao com acido. Séao polimeros formados pela condensacdo de duas ou mais
unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol, produtos do metabolismo do fenilpropanol.
As unidades de protoancianidinas tais como catequina e epicatequina sao unidas
por ligacdes covalentes entre os carbonos C4 e Cg ou carbono Cs e Cs (HASLAN,
1996; MELLO; SANTOS, 2010).

Uma das principais propriedades dos taninos vem do fato deles formarem
complexos com proteinas, isso ocorre devido a formacéo de ligacdes de hidrogénio
entre os grupos fendlicos dos taninos e determinados sitios das proteinas. Um mol
de taninos pode se ligar a até 12 moles de proteinas; baseando-se nessa
propriedade, pode-se identificar taninos através de testes de precipitagdo com
proteinas, além do mais, a precipitacdo com proteinas salivares atribui aos taninos
um carater adstringente, facilmente reconhecido em vinhos (MONTEIRO et al., 2005;
KYRALEOU et al., 2015).

As propriedades bioldgicas dos taninos estdo relacionadas principalmente

com sua caracteristica de adstringéncia. Foram observadas atividade anti-séptica,
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antidiarreica, hemoliticas, e em alguns casos de intoxicacdo podem agir como
antidoto, no tratamento de afec¢Bes da mucosa bucal e orofaringeas, no tratamento
de hemorroidas e diarreias (MONTEIRO et al., 2005; MELLO; SANTOS, 2010).

Ao precipitar proteinas o0s taninos propiciam um efeito antifangico
(MONTEIRO et al., 2005). Buzzini e colaboradores (2008), demostraram o potencial
antimicrobiano dos taninos hidrolisaveis.

Outras atividades atribuidas aos taninos como bactericida, fungicida,
antitumoral e no tratamento da arteriosclerose e artrite reumatoide tem sido
atribuidas em parte a capacidade de complexacdo ou captacdo de radicais livres,
originando assim radicais livres e estaveis inibindo a peroxidacéo de lipidios e outras
substancias (VERZA, 2006; VERZA et al., 2007).

3.6 ANALISE DE POLIFENOIS EM DROGAS VEGETAIS

3.6.1 Espectrofotometria no Visivel

A espectrofotometria de absorcéo na regidao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
existe ha mais de 40 anos, e € uma técnica bastante popular e comumente utilizada
em laboratorios devido a sua simplicidade, versatilidade, baixo custo e rapidez nas
andlises (SHOKOUFI; SHEMIRANI; ASSADI, 2007; ABADI et al., 2012; MARQUES
et al., 2013).

Segundo Shokoufi (2013), espectrofotometria € a medicdo quantitativa das
propriedades de reflexdo ou de transmissdo de um material como uma funcéo do
comprimento de onda. E uma técnica rotineiramente utilizada em quimica analitica
para quantificacdo de diferentes analitos tais como metais de transicdo e compostos
organicos altamente conjugados (ABADI et al., 2012).

Embora esta técnica seja amplamente utilizada, a pouca seletividade ainda é
0 seu principal desafio para analisar matrizes complexas como extratos vegetais,
pois a espectrofotometria direta pode ocasionar em sobreposicdo de bandas
impedindo a absorcdo do composto de interesse (MARQUES et al., 2012). Diante
disso, os métodos espectrofotométricos mais aceitos para a determinacéo do teor de

polifenois envolvem reacdes de oOxido-reducdo com formacdo de complexo. Os



24

métodos de oxido-reducdo baseiam-se na formagdo de um complexo azul devido a
reducdo do reagente pelas hidroxilas fendlicas (VERZA, 2006; VERZA et al., 2007).

O método de doseamento de fendis totais de Folin-Ciocalteau (1927) é o mais
aceito atualmente. Neste método ocorre a reducdo dos &cidos fosfotlingstico e
fosfomolibdico, presentes no reagente, pelas hidroxilas presentes nos compostos
fendlicos, a 6xido de tungsténio e Oxido de molibdénio em meio alcalino. Estes
oxidos formados apresentam coloracdo azulada, sendo possivel a quantificacdo da
absorvéancia da solugéo na regido do visivel (760nm) (CRUZ, 2008).

Bueno e colaboradores (2012), otimizaram as condi¢cdes do método de Folin-
Ciocalteau (concentracdo de carbonato de sodio, temperatura e tempo) no
doseamento de polifenois totais, em extratos brutos das cascas de Caesalpinia
peltophoroides Bent. Abadi e colaboradores (2012), destacou a importancia da
espectrofotometria no (UV-VIS) como técnica importante na rotina laboratorial, e
chamou atencdo para 0s avancos nos detectores, que estdo cada vez mais
sensiveis permitindo a determinacédo de varios compostos em diferentes matrizes.

Ja estudos como o de Di Ciaula e colaboradores (2014), investigaram o efeito
dos solventes e da mistura dos mesmos no doseamento de polifenois totais nas
cascas de Schinustere binthifolius, utilizando o método de Folin-Ciocalteau e

espectrofotometria no (UV-VIS).

3.6.2 Cromatografia em Camada Delgada

As técnicas cromatograficas sdo de grande importancia no controle de
gualidade de matrias primas vegetais. A cromatografia em camada delgada (CCD)
em especial, consiste na separacdo dos componentes de uma mistura através da
migracao diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie plana. Essa técnica apresenta uma ampla utilizacdo nos laboratérios, uma
vez que é uma técnica simples, rapida e de baixo custo (LOPES, 2011).

Os avancos tecnoldgicos na area da cromatografia, criaram técnicas cada vez
mais sensiveis, resultando em técnicas mais confihveis e com maior
reprodutibilidade. A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia utiliza um
menor diametro de particulas na silica gel,apresentando um menor tempo de

analise, menor volume de aplicagdo, e um maior nimero de amostras por placa.
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Trata-se de uma técnica completamente ou parcialmente automatizada, garantindo
maior resolucéo e reprodutibilidade (LOPES, 2011; COLLINS, 2010).

Halkina e Sherma (2006) compararam alguns aspectos entre CCD e CCD-AE,
demonstrando que os resultados para CCD-AE foram mais promissores,
principalmente no que diz respeito a resolucdo e ao tempo de eluicdo. O uso de
particulas menores pela CCD-AE, possibilita a obtencdo de separagbes mais
eficientes, e consequentemente, maior resolugéo e tempo de elui¢do (LOPES,2011).

Rathe e colaboradores (2011) quantificaram stigmasterol e lupeol através de
CCD-AE acoplada a um densitdmetro, mostrando o valor desta técnica como técnica
guali e quantitativa.

O presente trabalho utilizou placas de CCD com um sistema semi-automatico
de aplicacédo para analise qualitativa de taninos hidrolisaveis nas cascas e folhas de

L. ferrea ao longo do ano.

3.6.3 Cromatografia Liquida De Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € a técnica de separacao
mais empregada dos ultimos tempos; ela consegue separar misturas que contem um
grande namero de compostos similares, em uma escala de tempo muito pequena
(JARDIM, 2011). Além disso, atualmente os aparelhos de CLAE sdo automatizados,
0 que diminui a quantidade de erros que eventualmente poderia se ter com um
operador. E uma técnica que apresenta alta resolucéo, seletividade e sensibilidade
(TISTAERT; DEJAEGHER; HEYDEN, 2011).

Outra importante caracteristica que se pode mencionar desta técnica, € a sua
alta versatilidade, podendo ser empregada para separacdo, identificacdo e
guantificacdo de substancias, inclusive de matrizes complexas como extratos
vegetais. Tonhin e colaboradores (2002) relataram a importancia da CLAE
estimando-se que aproximadamente 90% dos laboratérios espalhados pelo mundo
utilizam pelo menos um método que emprega a modalidade de CLAE em fase
reversa. A fase reversa é uma fase estacionaria que apresenta menor polaridade,
logo apresenta a vantagem de poder utilizar solventes menos toxicos e de custo

mais baixo, como metanol e 4gua (CASS, 2009).
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Wyrepkowski e colaboradores (2014) comprovaram a eficiéncia da CLAE na
identificacdo e quantificacdo de compostos a partir de um extrato etandlico das
cascas de Libidibia ferrea.

Embora a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia apresente muitas
vantagens, o alto custo do aparelho ainda é um dos principais desafios enfrentados.

3.7QUALIDADE DE DROGAS VEGETAIS

3.7.1Fingerprint

Segundo Farias (2010), entende-se por qualidade o conjunto de critérios que
caracterizam a matéria-prima para o uso ao qual se destina. O estabelecimento de
critérios de qualidade das matérias primas vegetais € um fator determinante para
gue se possa obter um fitoterapico de qualidade, principalmente devido ao fato
desses insumos vegetais apresentarem uma grande complexidade em suas
composi¢cbes (CHABARIBERI et al., 2008; BARNI; FILHO; COUTO, 2009; FARIAS,
2010).

Tendo em vista que o controle de qualidade de plantas medicinais ainda
apresenta muitos desafios, tem sido crescente a utilizacdo de técnicas para a
construcdo de impressdes digitais espectrais ou cromatograficas, uma vez que
podem oferecer solucfes uteis principalmente para obstaculos como a diversidade
guimica e variabilidade, que as drogas de origem vegetal apresentam (TOLEDO et
al., 2003).

O controle de qualidade de drogas vegetais e produtos derivados é
fundamentado no uso tradicional ou quantificacdo de marcadores. Para identificar e
determinar quantitativamente os marcadores, normalmente sao eleitas uma ou duas
substancias farmacologicamente importantes presentes na amostra. Sendo assim,
0s métodos analiticos mostram-se de extrema importancia para a quantificacdo e
controle da manutencdo dos constituintes quimicos ativos ou de referéncia,
presentes na matéria prima vegetal, produtos intermediarios e produto final,
permitindo assim, a avaliacdo da qualidade do produto, promovendo a garantia de
uma acéao terapéutica constante e a seguranca de sua utilizacdo. Sendo requisitos
indispensaveis, portanto, ao seu registro no Brasil (TOLEDO et al., 2003; ZENG et
al., 2008).
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Nesse sentido, Tistaert e colaboradores (2011), definiram fingerprint como
sendo um perfil caracteristico que reflete a composicdo quimica complexa da
amostra analisada, e que pode ser obtido por meios espectrospicos, por técnicas
cromatograficas como CLAE, a cromatografia gasosa (GC), cromatgrafia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCD-AE), cromatografia em contra corrente (CCC), entre
outras, ou entdo por técnicas eletroforéticas. Dessa forma, o fingerprint quando
comparado a padrbes pode auxiliar tanto na identificagdo dos compostos de
referéncia, quanto em substancias utilizadas para adulteragcdes (GOMES, 2009; NI
et al., 2009; GIRI et al., 2010; LIANG et al., 2010; GARZA-JUAREZ et al., 2011).

A técnica de impressdo digital (fingerprint) cromatografica foi introduzida e
aceita pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como estratégia para avaliacéo
de produtos naturais (WORLD, 2000); também é recomendada por outras entidades
como a Chinese StateFood e Food and Drug Administration (FDA) e pela European
Agency for the Evaluationof Medicinal Products (EMA) (FDA, 2004; EMA, 2006; GIRI
et al., 2010).

Garza-Juarez e colaboradores (2009), desenvolveram e validaram uma
metodologia para obtencao de fingerprints por CLAE a partir de extratos das folhas e
caules de Turnera diffusa, bem como produtos comercializados a base da planta. Ni
e colaboradores (2009), confirmaram a a importancia de técnicas cromatograficas
atraves do desenvolvimento de uma técnica por CLAE para obtencéo de fingerprints
de Cassia seed. Gomes (2009) realizou um trabalho demostrando a importancia do
fingerprint através da realizacdo de impressdes digitais das folhas de Lippia gracilis
utilizando CLAE.

Mariswamy e colaboradores (2012) estabeleceram os biomarcadores para
Aerva lanata L. a partir de extratos metandlicos das folhas e raizes, utilizando CCD-
AE.Jothy e colaboradores (2013), estabeleceram o fingerprint cromatografico para
Polyalthia longifolia, relatando a importancia para o controle de qualidade da

espécie.
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3.8 SAZONALIDADE

Os metabdlitos secundarios sofrem interferéncia de diversos fatores
ambientais, e dependendo dos estimulos causados pelo meio ambiente, uma
espécie vegetal é capaz de sintetizar diferentes compostos, através do
redirecionamento das rotas metabdlicas. Sendo assim, € necessario avaliar as
condigcdes a que as plantas sdo expostas, afim de conhecer a variabilidade dos
seus constituintes ativos. Entre os fatores ambientais criticos ao desenvolvimento
do metabolismo vegetal pode-se citar: local de cultivo, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes disponiveis, altitude, poluicdo atmosférica e
sazonalidade. A variabilidade sazonal tem forte influéncia sobre as caracteristicas
guimicas das plantas, uma vez que, a quantidade e até mesmo a natureza dos
constituintes ndo é constante ao longo do ano (GOBBO-NETO; LOPES, 2007,
CARNEIRO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2014).

Gobbo-Neto e colaboradores (2007), relataram a variacdo de praticamente
todas as classes de metabdlitos secundarios como Oleos essenciais, lactonicas
sesquiterpénicas, acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, saponinas, alcaloides,
taninos, graxas epicuticulares, iridoides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos.

Um dos principais desafios para a padroniacdo de medicamentos fitoterapicos
estd na reprodutibilidade lote a lote da sua acdo terapéutica, devido granade
variabilidade nas concentragcdes dos marcadores, logo, conhecer a variabilidade
guimica das matérias primas vegetais, € essencial para obtencdo de um produto
final com seguranca. Além de garantir a qualidade das drogas vegetais, analizar a
influéncia da sazonalidade na composi¢cao quimica de insumos vegetais, pode evitar
a coleta indiscriminada, visando o manejo sustentavel de plantas medicinais,
principalmente as espécies com importancia comercial (MEDEIROS, 2006).

Yariwake e colaboradores (2005), obsevaram a variabilidade nas
concentracfes de flavonoides, triterpenos e polifenois totais, nas folhas de Maytenus
aquifolium, apés dois anos de estudos, identificando as estacbes do ano em que
houve maior e menor concentracdo dos metabdlitos. Medeiros (2006), analisou a
variacdo sazonal dos constituintes do 6leo essencial de Cymbapogon citratus,
Cymbopogon winterianus e da cumarina em Mikania glomerata por meio de
Cromatografia Gasosa e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Santos (2013),

estudou a época do ano (verdo, primavera, outono e inverno) em que o Khusimel,
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composto importante na Vetiveria zizaniaides, apresentava maior porcentagem.
Outros trabalhos, como o de Coutinho e colaboradores (2010), analisaram a
influéncia sazonal nas concentracdes de flavonoides nas folhas de Campomanesia
adamantium.

Castro e colaboradores (2005) avaliaram a influéncia sazonal na producgao da
enzima fenilalanina amonia-liase, dos fenois totais e dos taninos nas cascas de
Byrsonima verbascifolia Rich, considerando a precipitacao e temperaura como ftores
importantes nas variagdes.

Castellani e colaboradores (2006), estudaram a producéo de 6leos essenciais
em Trichilia catigua e Siparuna guianensis, baseado nas esta¢cdes do ano e nas
partes do vegetal (folhas e galhos). Trabalhos como o de Guo e colaboradores
(2010), analisaram as variacdes causadas pela sazonalidade nos perfis metabolicos
dos frutos de Ligustrum lucidum.

Figueiredo e colaboradores (2014) realizaram caracterizacdes fisico-quimicas
e anatomicas das folhas de Thuja occidentalis, e acompanharam a influéncia
sazonal nos teores de flavonoides durante um ano, levando em consideracao fatores
como umidade relativa do ar, temperatura e precipitacao .

Ja Afonso e colaboradores (2015), estabeleceram fingerprint para as cascas
de Vernonia condensada, e analisaram a influéncia sazonal na atividade
farmacologica da espécie.

Além de variacdes durante o ano € cada vez mais crescente os estudos que
apontam variacdes na composicao dos metabalitos secundarios no ciclo dia e noite.
Essas variacbes estdo principalmente relacionadas aos Oleos volateis, sendo
indicado realizar a sua coleta na parte da manha ou a noite. Como exemplo, pode-se
citar o elginol que varia cerca de 80% entre os horarios do dia (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

Sabendo-se que a variabilidade quimica tem influéncia direta no controle de
gualidade dos medicamentos fitoterapicos, tem cescido o nimero de estudos que
tentam isolar substancias para que estas possam servir como padrdo de qualidade.
Segundo a Anvisa, marcador é uma substancia ou classe de compostos quimicos
presentes na matéria- prima vegetal, (de preferéncia que tenha relacdo com o efeito
terapéutico) que possa ser usada como referéncia no controle de qualidade da

matéria-prima ou medicamento fitoterapico (BRASIL, 2003).
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Um marcador quimico, € um componente que ao ser identficado e
guantificado, pode ser utilizado posteriormente como parametro de qualidade para
medicamentos fitoterdpicos, uma vez que, assume-se que Se a mesma esti
presente em uma quantidade apropriada, as demais componentes necessarios
estdo sendo representados. Assim, existe uma garantia maior que os diversos lotes
de medicamentos fitoterdpicos apresentem composicdo qualitativa e quantitativa
semelhantes (GUIMARAES, 2007; DAVID et al., 2004).

Diante do exposto, faz-se necessério realizar um estudo aprofundado a
cerca da relacdo entre a sazonalidade e o teor dos principais marcadores em
espécies que apresentem importancia econdmica e terapéutica para a regido

Nordeste, como é o caso de Libidibia ferrea.

3.9 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Diante da necessidade de estabelecer a qualidade de drogas vegetais, € de
extrema importancia que sejam adotadas medidas que possam assegurar a
confiabilidade do processo de garantia da qualidade. Sendo assim, para que
metodologias analiticas fornecam informacdes seguras, € necessario que elas sejam
submetidas a uma avaliacdo denominada validacao (RIBANI et al., 2004; ALVES et
al., 2010).

Segundo Cass (2006), validacdo € um processo que fornece evidéncias
documentadas de que o método em questédo é confidvel ao que se aplica. Trata-se
de uma série de procedimentos que visam assegurar credibilidade no uso rotineiro
as medidas obtidas (RIBANI et al., 2004; CASS, 2006).

A validacdo de uma metodologia analitica € um ponto fundamental para
assegurar a capacidade analitica da metodologia. Associado a isto, para se obter
respostas que comprovem a veracidade do método, é importante a utilizacdo de
ferramentas estatisticas (COSTA, 2012).

A Resolucdo Especifica (RE) n°® 899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), estabelece o0s seguintes parametros para a realizacdo da
validacdo:especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de
guantificacéo e deteccdo, exatidao e robustez (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003).

A especificidade/seletividade desempenham um papel importante na analise

de matrizes complexas como as de drogas vegetais e seus derivados. Trata-se da
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capacidade que o método possui em medir exatamente um composto na presenca
de outros componentes tais como impurezas, produtos e degradacdo e
componentes da matriz (BRASIL, 2003; ARAUJO et al., 2013).

Na linearidade recomenda-se a realizacdo de no minimo cinco andlises de
concentracOes diferentes variando entre 80% e 120%, da concentracdo teorica do
teste para determinacdo quantitativa do analito em matérias primas e formas
farmacéuticas. O critério minimo aceitavel para o coeficiente de correlacao dever ser
0,99 (BRASIL, 2003).

O limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado. Ja o
limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode
ser determinada com preciséo e exatidao aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas. Os baixos limites de Deteccao e Quantificacdo indicam que o método
nao sofre interferéncia importante da técnica instrumental (BRASIL, 2003).

A precisdo avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra. E considerada em
trés niveis: Repetibilidade, que apresenta no minimo 6 determinacfes a 100% da
concentracdo do teste; Precisdo intermediaria, que precisa obter uma concordancia
dos resultados obtidos entre dias e operadores diferentes; e, Reprodutibilidade,a
gual representa haver concordancia que deve existir entre os resultados obtidos por
laboratorios diferentes (BRASIL, 2003).

Segundo Ribeiro e colaboradores (2008), a exatidao reflete a proximidade
entre o valor medido e o valor de referéncia, considerado verdadeiro.

Por dltimo a robustez pode ser definida como a sensibilidade de um método
frente a pequenas variacfes nas condicfes analiticas. Estas pequenas mudancas
refletem as alteracdes que podem ocorrer quando um método é transferido para
outros laboratdrios, analistas ou equipamentos. Portanto, a robustez de um método
pode ser estimada variando-se 0s parametros analiticos e comparando a precisao
obtida em casa determinacao (BRASIL, 2003; RIBEIRO et al., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

Os lotes de folha e caule de L. ferrea foram coletadas do mesmo individuo
durante o periodo de um ano, todos os meses, no municipio de Recife—PE e levados
para identificagdo no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), onde foi
depositada uma exsicata sob tombamento 89419. Depois de coletadas, as amostras
foram submetidas a secagem em estufa, a temperatura de 45 °C durante 96 horas, e

em seguida pulverizadas em moinho de facas da marca Adamo (modelo Wiley®).

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO MATERIAL VEGETAL

4.2.1 Determinacao da perda por dessecacao

Foram pesadas cerca de 2,0 g do material vegetal pulverizado e transferidos
para pesa-filtros previamente dessecados e tarados. Os lotes foram colocadas na
estufa, com temperatura igual a 105 = 2 °C durante 2 horas, seguidas de
resfriamento em dessecador por 30 minutos antes da pesagem em balanca analitica
(Shimadzu®). A operacéo foi repetida em ciclos de uma hora até peso constante. Os
resultados foram expressos em perda de massa percentual, pela média de trés
determinacdes, segundo a equacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010):

u PS

PD x 100

Em que:
PD = perda por dessecacao; Pa = peso da amostra (g); Pu = peso do pesa-filtro
contendo a amostra antes da dessecacédo (g); Ps = peso do pesa-filtro contendo a

amostra apés a dessecacao.
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4.2.2 Determinagéo de Cinzas Totais

Foram pesados cerca de 3,0 g do material vegetal e transferidos para
cadinhos de porcelana previamente calcinados, arrefecidos e tarados. As amostras
foram incineradas em mufla por 3 horas, sob gradiente crescente de temperatura (30
minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 + 25 °C). Em seguida
foram arrefecidos por 30 minutos em dessecador, pesados e colocados de volta ao
aquecimento de 600 °C = 25 °C até obtencdo de peso constante. Os resultados
foram expressos pela média de trés determinacdes, segundo a equacao
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010):

1
Pa x 100

Cinzas totais (%) =

Em que:
Cdi: peso do cadinho contendo a amostra apoés incineragéo (g); C: peso do cadinho

sem a amostra (g); Pa: Peso da amostra (g); 100: fator de porcentagem.

4.2.3 Andlise granulométrica por tamisacéao

Foram pesados cerca de 25 g do material vegetal pulverizado e submetidos a
passagem através de tamises, previamente tarados, com abertura de malha de 850,
650, 425, 250, 150 e 75 um. A operacéao foi realizada sob 60 vibracdes por segundo
durante 15 minutos (Tamisador Bertel®). As fracdes retidas nos tamises e coletor
foram pesadas, e os dados foram analisados graficamente através do histograma da
distribuicdo granulométrica e de curvas de retencdo e passagem. O diametro médio
das particulas foi determinado a partir da interseccdo das curvas de retencao e

passagem. Os resultados foram expressos pela média de trés determinacgdes.
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4.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA

4.3.1 Obtencéo dos extratos

Os lotes de folhas foram preparadas por extracdo sob decoccédo de 1g da
matéria-prima vegetal e utilizando 10 mL de metanol como solvente, j& as amostras
de cascas foram preparadas sob refluxo, utilizando 1g de droga 20 mL metanol
como solvente (Wagner e Bladt, 2001) .

4.3.2 Padrao e revelador utilizados

O sistema de eluicao foi preparado de acordo com Wagner e Bladt (2001) e
sua polaridade ajustada de acordo com o fator de retencéo (Rf) obtido para o padréo
utilizado. O sistema de elui¢éo utilizado foi 0 90:5:5 (acetato de etila: acido formico:
agua), o padrao de referéncia utilizado foi o acido galico 1mg/mL diluido com
metanol, e as placas cromatograficas foram reveladas com o reagente cloreto férrico

em metanol a 1% (p/v).

4.3.3 Sistema cromatografico (CCD)

Foram utilizadas cromatoplacas de silica gel 60 Fzsa com 0,2 mm de
espessura adsorvida em suporte de aluminio (Merck®) de dimensdes 20 x 10 cm.
Para aplicacdo das amostras nas cromatoplacas, foi utilizado um sistema semi-
automatico de aplicacdo (Linomat V, Camag®), equipado com seringa de 100 pL
(CAMAG). A cuba/camara cromatografica (Camag®) com as dimensdes 20 x 10 cm
foi saturada com o solvente de eluicdo e uso de papel de filtro contra a parede, por

pelo menos 1 hora antes de cada processo de analise.

4.4 QUANTIFICA(}AO DE POLIFENOIS TOTAIS POR UV-VIS NAS FOLHAS E NAS
CASCAS DE L.ferrea.

4.4.1 Preparagcéo da Solugcéo estoque
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A determinagdo dos teores de polifenois totais dos lotes seguiu uma
metodologia desenvolvida e validada previamente pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Farmacognosia da UFPE e preconizadas pelos cédigos oficiais
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA EUROPEIA, 2014). Todas as
analises foram realizadas em triplicata.

Ao final da coleta os lotes foram analisados, pesando-se cerca de 0,5 g da
droga moida (cascas e folhas) que foi transferida para um baldo de fundo redondo
com capacidade para 250 mL e adicionado de 150,0 mL de agua destilada. A
mistura foi mantida sob refluxo em banho-maria durante 30 minutos e, em seguida,
resfriada até temperatura ambiente. Todo o conteudo foi transferido para baldo
volumétrico com capacidade para 250 mL e o volume completado com agua
destilada. A mistura foi deixada em repouso para decantar, em seguida foi filtrada
através de papel de filtro desprezando-se os primeiros 50 mL. O restante do filtrado

constituiu a Solucéao Estoque (SE - 0,002 g/mL).

4.4.2 Solucédo amostra para Polifenois Totais (PFT)

Para preparacdo da amostra, 5,0 mL da solucdo estoque foram tomados e
diluidos com agua destilada em baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, 2,0 mL
desta solucdo, 1,0 mL de reagente Folin-Ciocalteau e 10 mL de agua destilada
foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e o volume completado com
solugéo de carbonato de sédio anidro (Na2COgz) a 29% (m/v). Apos 25 minutos, a
absorvancia correspondente aos polifendis totais (PFT) foi mensurada em 760 nm

(A1) utilizando agua destilada para ajuste do zero.

45 QUANTIFICACAO DE ACIDO GALICO POR CLAE-DAD NAS FOLHAS E
CASCAS DE L. ferrea

4.5.1 Condi¢cbes cromatograficas

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido (Modelo Ultimate 3000,
ThermoScientific®) equipado com detector de arranjo de fotodiodos (DAD),
degaseificador e sistema de injecdo automatica. O sistema foi controlado pelo

programa Chromeleon®, que também gerencia a aquisicdo e tratamento dos dados.
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A separacdo cromatografica foi realizada com coluna C1g(250 mm x 4.6 mm; 5 um)
equipada com pré-coluna (Cig, 4 mm x 3.9 um). As separacdes foram realizadas
com temperatura do forno da coluna a 25 °C. A fase movel consistiu em agua
ultrapura(A) e metanol (B) ambos acidificados com 0,05% de &cido trifluoracético,
degaseificadas e filtradas através de filtro de tamanho de poro de 0,45 pm
(Filterpro®) com fluxo de 0,8 mL/min.

O tempo total das anadlises (folha e casca) cromatograficas foi de
aproximadamente 31 minutos para a folha e 32 minutos para a casca. Os programas
gradientes utilizados para a andlise das folhas e das cascas, seguem nas tabelas

abaixo.

Tabela 1 - Gradiente de fase moével utilizado para a andlise de acido gélico nas folhas de L. ferrea.

Tempo (min)

Eluente A (%)

Eluente B (%)

Eluicéo

0-10 87,5 —-75,0 12,5 - 25,0 gradiente linear
10-15 75,0 — 60,0 25,0 — 40,0 gradiente linear
15-25 60,0 — 25,0 40,0 - 75,0 gradiente linear
25-30 25,0 - 25,0 75,0 > 75,0 Isocratico

30-31 25,0 - 87,5 75,0 »12,5 Gradiente linear

Fonte: Préprio Autor.

Tabela 2 - Gradiente de fase moével utilizado para a analise de acido galico nas cascas de L. ferrea.

Tempo (min)

Eluente A (%)

Eluente B (%)

Eluicéo

0-10 80,0 » 77,5 20,0 » 22,5 gradiente linear
10-20 77,5 — 60,0 22,5 40,0 gradiente linear
20-25 60,0 — 25,0 40,0 - 75,0 gradiente linear
25-28 25,0 — 80,0 75,0 — 20,0 gradiente linear
28-32 80,0 20,0 Isocratico

* Fonte: Préprio Autor.

4.5.2 Preparacéao de Solucdes

4 .5.2.1 Andlise das folhas de L. ferrea.

a) Solucéao Estoque
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Cerca de 1,0 g do material vegetal pulverizado e pesado foi transferido para
baldo de fundo de 250 mL com boca esmerilhada e adicionados 30 mL de agua. A
mistura foi levada ao refluxo por 30 minutos, a uma temperatura de 85°C no banho
maria, em seguida resfriada até temperatura ambiente. Todo o conteudo foi filtrado
com auxilio de um algodao, para um baldo volumétrico de 50 mL e aferido com agua

destilada.

b) Solucdo amostra

Para preparacdo da amostra, uma aliquota de 10 mL da solu¢éo estoque foi
diluida para um baldo volumétrico de 20 mL, e o volume aferido com agua destilada.
Ao final, as amostras foram filtradas diretamente para os vials, atraves de filtros de

PVDF com 0,45 pum de diametro de poro.

c) Solucéao Padréao

Para a preparacao da solucéo do padrdo, uma massa exatamente pesada de
acido galico foi dissolvida em agua, para obter uma solucdo a 1000 pg/mL. Em
seguida, procedeu-se com as diluicbes necessarias. Ao final, as amostras foram
fillradas diretamente para os vials, através de filtros de PVDF com 0,45 pum de

diametro de poro.

4 .5.2.2 Andlise das cascas de L. ferrea.

a) Solucéao Estoque

Ao final das coletas, os lotes de casca foram analisados, para isso, foi pesado
cerca de 4 g da droga pulverizada e transferidos para um baldo de fundo redondo de
250 mL com boca esmerilhada. Foram adicionados 60 mL de agua destilada, a
mistura foi mantida em banho-maria durante 30 minutos a temperatura de 85 °C. Ao
final, a mistura foi resfriada em agua corrente e transferida para baldo volumétrico de
100 mL. O baldo de fundo redondo foi lavado e as solucdes resultantes da lavagem
com todo conteudo de droga vegetal foram transferidos para o mesmo balédo

volumétrico. O volume foi completado com agua destilada e apds decantagéo, o
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liquido sobrenadante foi filtradoem papel de filtro e desprezando-se os primeiros 20

mL do filtrado.

b) Solucdo amostra

Para a preparacdo da solucdo amostra, uma aliquota de 5,0 mL da solucéo
estoque foi diluida para um baldo volumétrico de 10 mL, e o volume completado com
agua destilada. Filtradas diretamente para os vials, através de filtros de PVDF com

0,45 pm de diametro de poro..

¢) Solucéao do Padrao

Para a preparacao da solugcéo do padrdo, uma massa exatamente pesada de
acido galico foi dissolvida em agua, para obter uma solugdo a 1000 pg/mL. Em
seguida, procedeu-se com as diluicbes necessarias. Ao final, as amostras foram
filtradas diretamente para os vials, através de filtros de PVDF com 0,45 um de

diametro de poro.

4.5.3 Validacdo dos métodos por CLAE

Para a validacdo dos métodos aplicados a folha e casca, foi escolhido um
unico lote para realizar a validacdo, em seguida, apés a validacdo dos métodos,
aplicou-se a metodologia para o restante dos lotes. O lote escolhido foi o referente

ao més de outubro, tanto para folha como para casca.

4.5.3.1 Especificidade

A especificidade do método cromatografico foi demonstrada através da
comparacdao dos tempos de retencdo e dos espectros de ultravioleta dos picos
presentes na amostra e no padrao, onde foi realizada a varredura de 190 nm a 400

nm.
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4.5.3.2 Linearidade

A linearidade da amostra foi analisada utilizando-se cinco diferentes
concentracdes na faixa de 8000 a 12000 pug/mL para o método da folha, e de 16000
a 24000 pg/mL para o método casca. Ja a linearidade do padrédo foi analisada com a
solucéo do padréo de acido galico em cinco concentragdes diferentes, na faixa de 12
a 18 pg/mL para a folha, e na faixa de 5,44 a 8,16 mu/mL para a casca.

As curvas foram construidas utilizando-se a média de trés curvas de
calibracao e plotando-se os valores médios das areas em fung¢do da concentracao.
Os resultados para as curvas da amostra e dos padrbes foram avaliados
estatisticamente através do teste de regressao linear pelo método dos minimos
quadrados com o auxilio do Microsoft Excel® (2010).

4.5.3.3 Limite de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ)

Foram utilizados os dados da regressdo da curva analitica média do acido
galico para efetuar os calculos dos limites de deteccéo e quantificacdo. As equacdes
abaixo foram utilizadas para a determinacéo dos limites de detec¢édo e quantificacao

dos métodos analiticos, conforme preconizadas pelo ICH (2005) e BRASIL (2003).

10-3.[DP) g_10.[DP2
IC IC
Onde o DPa = desvio padrédo do intercepto com o eixo do Y e IC = inclinacdo da

curva.
4534 Precisdo

A precisdo foi avaliada em dois niveis: repetitividade (precisao intracorrida),
na qual foram examinadas, em um Unico dia pelo mesmo analista, seis
determinacdes individuais para amostras a 100% da concentracdo teste, obtidas a
partir de solucbes amostras diferentes; e, pela precisdo intermediaria (precisédo
intercorrida), a qual foi determinada em triplicata, por dois analistas em dois dias

consecutivos, para amostras também na concentracdo de 100%. Os teores de &cido
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galico foram expressos em g%, considerando a perda por dessecacdo em todos 0s

calculos.

45.35 Exatiddo

A exatidao foi avaliada por ensaios de recuperacdo, através da adicdo de
guantidades conhecidas do padrdo (4cido galico) a amostras a 100% da
concentragao teste. Os valores de recuperacdo, expressos em porcentagem foram
determinados através da razdo entre as concentracbes meédias determinadas
experimentalmente e as concentracdes tedricas correspondentes. Para o método
cromatografico, nas solu¢des amostras a 10 mg/mL foram adicionadas aliquotas de
1 mL da solucéo de acido géalico em trés niveis crescentes de concentracdes a 80,
100 e 120%. Foram obtidas trés solugdes com trés réplicas cada e os resultados

foram expressos utilizando a média e o DPR (%).

4536 Robustez

Os ensaios para a determinacdo da robustez foram realizados através de
pequenas alteracbes no método. Para o método cromatografico foram utilizadas
como variaveis 0s seguintes parametros: mudanca de fluxo em nivel baixo (0,79
mL/min) e alto (0,81mL/min); mudanca no pH da fase movel A em nivel baixo (pH
3,0/4,0) e alto (pH 2,0/3,0).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.1.1 Perda por dessecacao — Método gravimétrico

A avaliacdo da perda por dessecacado se destina a avaliar a quantidade de
umidade residual contida na amostra (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A
presenca de uma quantidade excessiva de agua em drogas vegetais propicia 0
desenvolvimento de fungos e bactérias, além de favorecer a acdo de enzimas que
pode acarretar em degradacao dos constituintes quimicos. O teor de umidade esta
diretamente ligado a eficiéncia de secagem e armazenamento da droga vegetal.
Uma baixa umidade indica uma maior eficiéncia no processo de secagem e
armazenamento, consequentemente um produto com maior estabilidade (AMARAL,
et al., 2003; MIGLIATO et al., 2009; COUTO et al., 2009).

Os lotes de folhas apresentaram um percentual de umidade médio de 10,19%
+ 0,89% e para as cascas foi obtido o teor médio de umidade de 10,84% + 0,44%.
Os resultados encontram-se nas tabelas 3 e 4. Nas folhas pode-se observar que o
més em que houve maior umidade corresponde ao més de julho, enquanto o més
com menor teor foi 0 més de outubro. Para as cascas, 0 més de maior e menor

umidade foram os meses de setembro e agosto respectivamente.

5.1.2 Determinacéao de cinzas totais

A determinacao de cinzas totais destina-se a avaliar as impurezas inorganicas
nao volateis, que podem estar presentes como constituintes intrinsecos (cinzas
intrinsecas) e como substancias aderentes de origem terrosa (cinzas extrinsecas),
ou como contaminantes na droga vegetal (BRAGA et al., 2007; MIGLIATO et al.,
2007; COUTO et al., 2009).

A farmacopeia brasileira preconiza um limite maximo de 14% para o teor de
cinzas totais, no entanto, caso as amostras apresentem um teor maior de 8%, é
recomendado que elas sejam submetidas a um ensaio de determinacdo de cinzas
insollveis em acido para a determinacdo de materiais silicosos presentes na droga
vegetal (BRAGA et al., 2007; SIMOES et al., 2010). Dessa forma, 0 maior e menor
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teor de cinzas totais encontrados para a folha, correspondem ao meses de
novembro e outubro respectivamente. Ja para as cascas 0 maior e menor teor
correspondem aos meses de novembro e janeiro. Para nenhum dos lotes, tanto os
de folhas quanto os de cascas, ndo houve necessidade de realizar o ensaio de
determinacao de cinzas insollveis em &cido, estando todos os lotes com

No ensaio foram obtidos os teores de cinzas totais médio de 4,95% + 1,51%
nas folhas e 5,31% * 1,10% nas cascas. Os resultados encontram-se nas tabelas 3
e 4.



Tabela 3—Caracterizagéo fisico-quimica das folhas de L. ferrea.
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Folhas
Analise Especificacéo
SET/14 ouT/14 NOV/14 DEZ/14 JAN/15 FEV/15
i 10,12+0,4899 8,73 £ 0,5335 11,11 + 0,4373 10,27 + 0,5128 10,28 + 0,4319 10,78 £ 0,4574
Umidade (%) 8-14% m/m
(4,8%) (6,0%) (3,9%) (4,9%) (4,1%) (4,2%)
) i 4,00 £ 0,3161 2,60 + 0,0269 6,63 + 0,5654 6,17 + 0 0422 4,69 + 0,0987 6,39 + 0,1373
Cinzas totais (%) <14% m/m
(4,7%) (1,0%) (4,83%) (0,6%) (1,7%) (2,1%)
MAR/15 ABR/15 MAI/15 JUN/15 JUL/15 AGO/15
) 9,33+ 0,0231 9,56 + 0,0986 10,88 + 0,1136 10,20 £ 0,1251 12,19 + 0,1147 8,92 + 0,3066
Umidade (%) 8-14% m/m
(0,2%) (1,0%) (1,0%) (1,2%) (0,9%) (3,4%)
i . 6,43 + 0,2560 4,29 + 0,1450 7,01+ 1,68 3,25 +0,1387 4,85 +0,1241 3,25 +0,1387
Cinzas totais (%) <14% m/m
(3,9%) (3,3%) (5,3%) (4,2%) (2,5%) (4,2)

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (desvio padrao relativo%).
Fonte: Préprio Autor.



Tabela 4—Caracterizagéao fisico-quimica das cascas de L. ferrea.
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) Cascas o
Analise Especificacéo
SET/14 ouT/14 NOV/14 DEZ/14 JAN/15 FEV/15
i 11,50 £ 0,5293 11,13 £ 0,3835 10,75 £ 0,3635 10,36 + 0,1344 10,33+ 0,5916 10,35 £ 0,0879
Umidade (%) 8-14% m/m
(4,6%) (3,4%) (3,3%) (1,2%) (5,7%) (0,8%)
) ) 4,91 £ 0,0317 4,83 £ 0,1026 7,37 +1,0369 5,54 + 0,1188 3,90 + 0,1626 6,24 + 0,1545
Cinzas totais (%) <14% m/m
(0,6%) (2,1%) (5,4%) (2,4%) (4,1%) (3,7%)
MAR/15 ABR/15 MAI/15 JUN/15 JUL/15 AGO/15
] 11,25+ 0,5911 11,33 £0,1865 10,96 + 0,4470 11,13 £ 0,2143 10,82 + 0,3572 10,17 £ 0,5065
Umidade (%) 8-14% m/m
(5,2%) (1,6%) (4,0%) (1,9%) (3,2%) (4,9%)
i . 5,11 + 0,0342 6,01 + 0,1049 4,76 £ 0,0315 3,25+ 0,1387 5,67 £ 0,0706 6,15 + 0,2302
Cinzas totais (%) <14% m/m
(0,6%) (1,7%) (0,6%) (4,2%) (1,2%) (3,7%)

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (desvio padrao relativo%).
Fonte: Préprio Autor.
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5.1.3 Andlise granulométrica por tamisacéao

O ensaio de granulometria consiste na determinagdo das dimensdes das
particulas que constituem as amostras e no tratamento estatistico dessa informacéo.
E de extrema importancia, pois destina-se a padronizacdo do tamanho do p6 da
droga vegetal, pardmetro que esta diretamente relacionado a homogeneidade e
reprodutibilidade dos processos extrativos (MARQUES et al., 2012).

O grau de divisdo de um material vegetal age diretamente na eficiéncia dos
meétodos extrativos, uma vez que, diminuindo o tamanho das particulas ha um
aumento na superficie de contato com o solvente, aumentando a velocidade de
difusdo do solvente. Porém, particulas muito pequenas tendem a formar uma
camada de pO compacta, o que dificulta a penetracdo do solvente e influéncia
diretamente nos rendimentos da extracdo. Contrariamente, em particulas muito
grandes ha a diminuicdo da superficie de contato, diminuindo a difusdo do solvente
e dificultando o processo de extracdo (VASCONCELOS et al., 2005; FONSECA et
al., 2005;CAMPOS et al., 2012).

As analises granulométricas dos diferentes lotes de folhas e cascas de L.
ferrea foram realizadas empregando o mesmo moinho para pulverizacdo das
drogas, as mesmas aberturas de malhas e tempo, a fim de diminuir a variabilidade
externa. Os resultados observados nas figuras de 1 a 4 mostram que nos diferentes
lotes foi possivel estabelecer um diametro médio de 652,5 um + 51,05 um para as
amostras das folhas e 481,25 um + 52,66 um para as amostras das cascas do caule,
sendo todas as amostras consideradas como pos grossos segundo classificacdo da
Farmacopeia Brasileira 5 Ed. (FB5, 2010), uma vez que as particulas obtidas néo

passaram em sua totalidade pela malha de 850 um em nenhum lote.



Figura 1-Distribuicdes granulométricas referentes aos lotes das folhas de L. ferrea.
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Figura 2 - Distribui¢cbes granulométricas referentes as amostras das cascas de L. ferrea.
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Figura 3 - Curvas de retencao e passagem referentes as amostras das folhas de L. ferrea.
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Figura 4 - Curvas de retencdo e passagem referentes Aos lotes das cascas de L. ferrea.
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5.2 INVESTIGACAO DE TANINOS HIDROLISAVEIS NAS AMOSTRAS

No que diz respeito as folhas e cascas de L. ferrea, a literatura descreve a
presenca de taninos hidrolisaveis, flavonoides e glicosideos cardiotbnicos
(GONZALEZ, 2004). Embora estejam descritos todos esses metabdlitos para a
espécie, o estudo realizado se concentrou em observar a variabilidade dos taninos
hidrolisaveis ao longo do ano. As figuras 5 e 6 mostram os cromatogramas obtidos
por CCD a partir dos extratos metandlicos das folhas e das cascas, respectivamente.

Nas cromatoplacas podem ser observadas para todas as amostras, bandas
de mesma coloracao e deslocamento, correspondentes a banda da solugéo padréo
de acido gélico (Rf 0,75).

Figura 5—Cromatograma obtido por CCD para avaliagdo de presenga de taninos hidrolisaveis nas
folhas de L. ferrea.
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Fonte: Proprio Autor.
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Figura 6—Cromatograma obtido por CCD para avaliacdo de presenca de taninos hidrolisaveis nas

cascas de L. ferrea.
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Considerado os dados da cromatoplaca preparada com as amostras das

Fonte: Proprio Autor.

folhas de L. ferrea, a intensidade das bandas sugere que maior concentracao de
acido galico ocorre nos meses referentes a primavera (meio de setembro até o meio
de dezembro), diminuindo de intensidade nos meses referentes ao outono (final de
marco até o meio de junho). JA para as amostras de cascas a intensidade das
bandas apresentou variabilidade durante todo o periodo de analise. Entretanto,
durante os meses de julho (inverno) e dezembro (primavera-verdo) foi observada

maior intensidade nas bandas.
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5.3 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO POR CLAE
5.3.1 Especificidade

A especificidade dos métodos foi avaliada através da comparacdo do
espectro de varredura e do tempo de retencdo das amostras de L. ferrea (folha e
casca) e do padrao de acido gélico. A figura 7 representa o espectro de varredura do
acido galico (1), e dos picos correspondente ao padrao nas amostras de folhas (2), e
das cascas (3). O maximo de absorvancia ocorre em 270nm, para ambas as

amostras.

Figura 7 - Espectro de varredura do pico do padrao de acido galico (1) e espectro de varredura do
pico correspondente ao acido galico na amostra de folhas (2) e de cascas (3).

% 50% at 8.48 min: 999.86|
-50% at 8.61 min: 999.85

50'0_‘ 2152
40.0{
30.0{
20,0—:

10,0

nm
T T T 1 1
190 250 300 350 400

60,0,

% 50% at 8.00 min: 999.92 o 50% at 6.56 min: 999.63
-50% at 8.12 min: 999.85 1 -50% at 6.68 min: 998.72

37,54 \
25,0\,

12,5+

nm

10,0~ T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
190 225 250 275 300 325 350 375 400 (2) 190 225 250 275 300 325 350 375 400 (3)

Fonte: Préprio Autor.

As figuras 8 e 9 mostram a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos para o
acido gélico e as amostras das solucdes extrativas obtidas das folhas e cascas
respectivamente, evidenciando a similaridade dos respectivos tempos de retencao.
Nas condicdes estabelecidas, o tempo de retencdo médio para acido galico nas

folhas foi de 8,76 minutos, sendo 31 minutos o tempo total de analise. J& na casca, 0
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tempo de retencdo médio para o acido galico foi de 6,5, e 32 minutos, o tempo total
de analise.

Figura 8 -Cromatograma da solucao extrativa das folhas de L. ferrea (2) e do acido galico (1).
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Fonte: Proprio Autor.

Figura 9 - Cromatograma da solucéo extrativa das cascas de L. ferrea (2) e do acido galico (1).
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Fonte: Préprio Autor.

5.3.2 Linearidade

A curva de calibracdo do acido galico para o método aplicado as folhas foi
construida a partir de trés curvas independentes na faixa de concentracdo de 12 a
18 pg/mL. A figura 10 mostra a curva de calibragdo média obtida para o acido galico
referente ao método folha, com equacéo da reta obtida pela regressao linear igual a
y = 1,473x — 2,6448 e o coeficiente de determinacdo R? = 0,992. J& para o método

aplicado as cascas, foram utilizadas concentracdes na faixa de 5,44 a 8, 16 pug/mL.
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Figura 10 - Curva de calibragdo média para a solucdo padrdo de acido gdlico obtida para o método
aplicado as folhas.
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A figura 11 mostra a curva de calibracéo obtida para o acido galico referente
ao método casca, com equacao da reta igual ay = 1,5142x — 2,6518 e o coeficiente
de determinagdo R? = 0,9959.

Figura 11 - Curva de calibracdo média para a solucdo padrdo de &cido géalico obtida para o método
aplicado as cascas.
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Fonte: Préprio Autor.

Apés a avaliacdo do padrdo, os métodos analiticos foram testados para a
droga vegetal de L. ferrea. Assim, trés curvas analiticas na faixa de concentracao de
8000 a 12000 pg/mL foram elaboradas para a amostra de folha, e trés curvas na
faixa de 16000 a 24000 ug/mL, foram elaboradas para a amostra de casca. As
curvas médias das amostras para o acido galico (Figura 12 e 13) apresentaram

coeficientes de determinacdo e equacgOes da reta igual a 0,9937 e y = 0,002x —
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0,6261e 0,9952 e y = 0,0003x + 0,7742, para o método das folhas e cascas,
respectivamente.

Os resultados obtidos comprovam, desta forma, a relacao satisfatoria entre as
concentracfes do analito e as respectivas areas dos picos, atendendo aos requisitos
preconizados pela legislagdo (BRASIL, 2003) em vigor para analise desse parametro
(R?> 99%).

Figura 12 - Curva de linearidade média para a solucéo da amostra das folhas de L.ferrea.
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Fonte: Préprio Autor.

Figura 13 - Curva de linearidade média para a solucdo da amostra das cascas de L.ferrea.
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5.3.3 Limite de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)

De acordo com os dados apresentados na tabela 5, os limites de deteccao e
guantificacdo para as amostras de folhas e casca indicam que os métodos analiticos
para a quantificacdo de acido galico nas folhas e nas cascas de L. ferrea exibem boa
sensibilidade, sem interferéncia da técnica instrumental, uma vez que, esses
parametros mostram a concentragdo minima em que o equipamento pode realizar
analises com confianca, em valores abaixo dos limites de deteccdo e quantificacao,
0 equipamento utilizado ndo mostra sinal confiAvel para qualquer
determinacdo(BRASIL, 2003).

Tabela 5 - Resultados dos limites de deteccdo e quantificacdo calculados para o acido galico nas
folhas e cascas de L. ferrea.

Parametros Equacdes Acido Gaélico (ug/mL)
LD Folhas 0,09
Dpa x 3/IC
Cascas 0,10
LQ Folhas 0,31
Dpa x 10/I1C
Cascas 0,33

Onde o DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y e IC = inclinacdo da curva.
Fonte: Préprio Autor.

5.3.4 Precisao

Repetibilidade (intracorrida)

A tabela 6 apresenta os resultados dos teores de acido galico obtidos no
ensaio de repetibilidade para o método de quantificacdo aplicado as folhas e as
cascas de L.ferrea por CLAE. Esse ensaiofoi realizado em sextuplicata no mesmo
dia e pelo mesmo operador. O teor médio de &cido galico encontrado na amostra de
folha foi de 0,1646 g%, ja para a amostra de casca foi de 0,0366 g% . Os baixos
desvios padrbes relativos (DPR%) obtidos de 0,77 e 1,38 para folha e casca

respectivamente, demonstrou que o método apresenta precisdo adequada.
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Tabela 6 - Resultados do ensaio de repetibilidade para o método de quantificagé@o do teor de &cido
gélico nas folhas e cascas de L. ferrea por CLAE.

ACIDO GALICO (g%) ACIDO GALICO (g%)
AMOSTRAS

Folhas Cascas
1 0,1664 0,0362
2 0,1656 0,0363
3 0,1645 0,0366
4 0,1645 0,0367
5 0,1659 0,0368
6 0,1627 0,0368

MEDIA + DP (DPR%)  0,1646 + 0,0013 (0,77%) 0,0366 + 0,0003 (1,38%)

DP = desvio padrdo; DPR%= desvio padréo relativo.
Fonte: Préprio Autor

Precisado intermediaria (inter - corrida)

A tabela 7 apresenta os teores do acido galico para o teste da precisdo
intermediaria para os métodos de quantificacdode acido galico nas folhas e cascas
de L.ferrea por CLAE, realizado por analistas diferentes em um mesmo dia e em
dias diferentes. Os baixos desvios padrdes relativos gerais (DPR%) demonstram que
0s métodos apresentaram precisdo apropriada visto que os valores encontram-se

abaixo do limite estabelecido pela legislacéo vigente (5%) (BRASIL, 2003).



Tabela 7 - Resultados do ensaio de preciséo intermediaria de &cido gélico.
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TEOR (g%) + DP (DPR%)

Operador Padréao Dial Dia 2 Interdia

. Acido galico  0,1637+0,0009 0,1597+0,0002 0,1617+0,0023
folha (0,54%) (0,11%) (1,39%)

) Acido galico  0,1637+0,0047 0,1694+0,0012 0,1619+0,0035
folha (2,80%) (0,69%) (2,07%)

. Acido galico  0,0376+0,0003 0,0370+0,0004 0,0362+0,0011
casca (1,58 %) (2,03%) (3,3 %)

) Acido galico  0,0355+0,0012 0,0342+0,0003 0,0353+0,0016
casca (6,91%) (1,79%) (4,3 %)

DP = desvio padrdo; DPR%= desvio padréo relativo.
Fonte: Préprio Autor.

5.3.5 Exatidao

A tabela 8 mostra os resultados dos ensaios de exatiddo das amostras de
folna e casca apos a fortificacdo de solucdes amostras de concentracdo fixa (10
mg/mL para a folha e 20 mg/mL para a casca), com solucbes padrdo de
concentracbes conhecidas em 3 niveis crescentes de concentracdes (80, 100 e
120%). Os valores de teor esperados foram calculados e comparados com os dados
experimentais. Assim, a recuperacdo para o acido galico na amostra de folha
encontra-se em torno de 99,6%, enquanto que o da amostra de casca encontra-se
em torno de 98,24%, esses resultados demonstram que a exatiddo dos métodos
desenvolvidos foi alcancada. Deste modo, o procedimento pode ser considerado
exato conforme limites especificados pelos compéndios oficiais de recuperacao
(entre 80 a 120%).

Tabela 8 - Resultados obtidos no teste de recuperagdo para o pico de acido galico na solugdo
amostra de folhas e cascas de L.ferrea.

Padrao 80% 100% 120% Médias
Folha Acido gélico 99,57+0,3165 98,658+0,5943 100,743+1,4691 99,657+1,1268
(0,32) (0,60) (1,46) (1,13)
Casca Acido gélico 102,92+2,9889 100,499+5,5032 91,314+ 0,2017 98,246+2,6519
(2,90) (5,48) (0,22) (2,70)
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5.3.6 Robustez

A tabela 9 apresenta os resultados obtidos para avaliagdo da influéncia de
pequenas variagbes introduzidas nos métodos sobre o teor de &cido gélico. A
Resolucdo Especifica (RE) n°® 899/03 da ANVISA, estabelece alguns fatores que
devem ser considerados para a determinacao da robustez, entre eles fluxo e pH das
fases moveis. Nos métodos propostos, foram analisados o fluxo da fase movel e pH
das fases A e B (aquosa e organica). Os dados obtidos demonstram que na
avaliacdo do fluxo, os métodos aplicados para folhas e casca foram robustos, néo
havendo influéncia nos tempos de retencdo. J4 para o pH das fases moveis,
observou-se que para as cascas o método foi robusto, enquanto que para as folhas,
foi considerado um fator critico, sendo necessario a realizagdo de manutencéo
nesse parametro, ao contrario do fluxo, as modificacbes realizadas para o pH das
fases moveis influenciaram os tempos de retencdo das amostras. A robustez dos
métodos pode ser vista em virtude do baixo desvio padrédo relativo obtido para as
analises, que encontram-seabaixo do limite estabelecido pela legislacdo vigente
(5%) (BRASIL, 2003).

Tabela 9 - Ensaios de robustez nas folhas e cascas de L. ferrea por CLAE.

A Parte da o ACIDO GALICO (g%)
Parametro Variaveis .
planta Média £ DP (DPR%)
0,790 0,157 £ 0,0001 (0,09%)
FLUXO DA Folha
i 0,810 0,155 + 0,0028 (1,81%)
FASE MOVEL
' 0,790 0,038 £ 0,0006 (1,51%)
(mL/min) Casca
0,810 0,037 £ 0,0000 (0,07%)
3,0/4,0 0,180 + 0,0033 (1,83%)
Folha
pH DA 2,0/3,0 0,231 £ 0,0009 (0,40%)
FASE MOVEL Ae B c 3,0/4,0 0,038 £ 0,0016 (4,12%)
asca
2,0/3,0 0,037 £ 0,0080 (2,12%)

DP = desvio padrdo; DPR%= desvio padréo relativo.
Fonte: Préprio Autor.
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5.4 INFLUENCIA SAZONAL NO MARCADOR QUIMICO

5.4.1 Polifenois por UV/VIS

Segundo Castro (2005), os metabdlitos secundéarios representam uma
interface entre as plantas e o ambiente circundante, logo, fatores como regime de
chuvas, temperatura e umidade influenciam diretamente na composicdo dos
metabdlitos secundérios .

Devido a sua localizagdo quase por completo no hemisfério Sul, as estacdes
do ano no Brasil podem ser estabelecidas em: Primavera a iniciar-se em setembro, o
verao em dezembro, o outono em margo e o inverno em junho. No entanto, de fato
sO é possivel observar as quatro estacoes na regido Sul, e em estados como Sao
Paulo e Mato Grosso, e em regides serranas como Minas Gerais. Na Amazobnia
praticamente ndo ha estacdes do ano devido as baixas variagdes de temperatura e
pluviosidade. E nas demais regides incluindo o nordeste, ha basicamente a estacao
chuvosa e a estacdo da seca. Em Pernambuco, principalmente no Litoral a estacéo
chuvosa tem inicio em marco (outono) e termina em agosto (inverno) (APAC, 2015;
CLIMAMBUCO, 2015; SIMEPAR, 2015).

A tabela 10 apresenta os dados climaticos para o periodo do estudo, que
foram registrados através do instituto nacional de meteorologia. Os dados confirmam
a tendéncia de estiagem para 0os meses de setembro a fevereiro, onde a
precipitacdo total somou 644 mm, enquanto que nos meses de mar¢co a agosto
somou um volume de 1617.7 mm, concentrando a maior parte das chuvas, e
registrando a menor concentracdo nos teores de polifenois totais para folhas e
cascas. Nas figuras 14 e 15 pode-se observar melhor a distribuicdo dos compostos
fendlicos nas folhas e cascas de L. ferrea mostrando a presenca dos compostos ao
longo de todo o ano. E possivel notar que ha uma tendéncia na diminuicdo dos
teores de polifenois nos meses com alta precipitacdo. O contrario € observado para
0s meses de baixa precipitacdo, que tendem a apresentar maiores concentracdes da
classe de metabdlitos. Quando se correlaciona a temperatura e a umidade relativa,
nao observou-se nenhuma relacdo entre 0s mesmos, sugerindo que a temperatura e
a umidade relativa ndo apresenta grande influéncia sobre os teores de polifenois

totais.



63

Tabela 10- Andlise das condic¢des climaticas e evolugdo sazonal da quantificacdo de polifenois totais nas folhas e cascas de L. ferrea por Espectroscopia no

UV-Visivel.

Folhas Casca Precipitacao Temperatura Umidade
Més TPT (%) tDP TPT (%) + DP Total (mm) (C9) Relativa (%)
Set/2014 13,01 +0,31 15,68 + 0,49 248,9 mm 28,47 80
Out/2014 7,46 £ 0,24 16,08 + 0,55 146,5 mm 29,13 78
Nov/2014 7,54 £ 0,23 13,96 + 0,31 56 mm 30,5 73,3
Dez/2014 7,91+0,16 14,77 £ 0,29 71,3 mm 30,7 73,2
Jan/2015 6,82 + 0,10 14,41 + 0,39 65,4 mm 30,87 71,3
Fev/2015 7,07 £0,18 14,56 + 0,45 56,2 mm 31,6 70,8
Mar/2015 6,14 + 0,26 12,55 + 0,22 341,2 mm 30,57 76,8
Abr/2015 5,86 + 0,13 13,14 £ 0,48 74,6 mm 31,63 73,5
Mai/2015 7,87 +£0,21 14,76 £ 0,50 178,9 mm 30,76 77,5
Jun/2015 7,20 £ 0,20 12,28 £ 0,39 460,5 mm 29 82,8
Jul/2015 6,41 + 0,07 12,22 + 0,38 446,3 mm 28 85,8
Ago/2015 6,68 + 0,30 12,94 £ 0,30 116,28 mm 28,46 79,6

TPT — Polifenois totais ; DP — Desvio Padréo
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Figura 14 — Estudo de sazonalidade para o teor polifenois totais (UV/VIS) expressos em acido galico
em amostras de folha de L. ferrea.

14 -

12 -

o‘lllllnllu

SET OUT NOV DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO
Meses

Teor (%)
o

N
1

N
1

Fonte: Proprio Autor.

Figura 15 - Estudo de sazonalidade para o teor polifenois totais (UV/VIS) expressos em acido galico
em amostras de casca de L. ferrea.
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Fonte: Proprio Autor.

Segundo Harbone (2000) a tendéncia dos polifenois em se distribuir em maior
concentracdo no periodo seco, € coerente com o papel fotoprotetor dos fenais.
Chaves (2012), Ma e colaboradores (2003) e Brooks (2004), atribuem a distribuicdo
desses metabdlitos, a grande variedade de caracteristicas climaticas a que as
plantas estdo sujeitas, principalmente, caracteristicas referentes a precipitacdo de
agua. Dentro desse contexto de diferencas climaticas, estudos de Santos (2009) e

Chavarria (2011) mostraram que quando sob estresse hidrico ou restricdo hidrica, 0s
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niveis de polifenois tendem a aumentar. Esses estudos corroboram com 0s
resultados obtidos, uma vez que, a maior concentracdo de polifenois totais de L.
ferrea, foi observada na estagao seca.

Estudos de Yariwake e colaboradores (2005), observaram que a maior
concentragao dos polifenois nas folhas de Maytenus aquifolium, foram nas estacdes
da primavera e outono, enquanto que a menor foi no inverno e verdo. Esses
resultados foram atribuidos as caracteristicas especificas das esta¢cfes, pois na
primavera e verdo os dias e noites ndo apresentam diferenca nitida entre a duracéo
dos dias e das noites, enquanto no inverno, os dias sdo curtos e as noites longas, e
no verao acontece justamente o oposto.

Em relagdo aos teores obtidos ao longo do ano, foram realizados testes
estatisticos por ANOVA de uma entrada (Tabelas 11 e 12) confirmando a hipotese
de diferenca significativa entre os teores obtidos para as diferentes quantidades
avaliadas, pois os valores de Fcaculado (Folha: 222,80; Casca: 30,38) para os teores
médios de TPT obtidos foram maiores do que 0s Ftabelado (2,21).

Tabela 11 - ANOVA de Uma entrada para a avaliacdo da variabilidade sazonal sobre o teor de
polifenois totais nas folhas de L. ferrea para os diferentes meses do ano.

Fonte da variacao SQ gl MQ F
Entre grupos 113,2281 11 10,2934 222,80
Dentro dos grupos 1,10878 24 0,0461

Total 114,3369 35

Fonte: Préprio Autor.

Tabela 12 - ANOVA de Uma entrada para a avaliagdo da variabilidade sazonal sobre o teor de
polifenois totais nas cascas de L. ferrea.

Fonte da variacao SQ gl MQ F
Entre grupos 56,6608 11 5,1509 30,3826
Dentro dos grupos 4,0688 24 0,16953

Total 60,7297 35

Fonte: Préprio Autor.

5.4.2 Quantificacdo do acido galico por CLAE

A tabela 13 mostra a relacdo entre os dados climaticos obtidos para a época

do estudo, e as concentracdes de 4cido galico obtidos para as folhas e cascas de L.
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ferrea. E possivel observar que o doseamento de é&cido galico por CLAE
acompanhou os resultados espectrofotométricos revelando que nas folhas as
maiores concentracbes do marcador ocorrem nos meses com baixa precipitacéo,
que sado referentes a primavera e o0 verdo, ja as menores concentracdes do
marcador ocorrem em meses com alta precipitacéo, que séo referentes ao outono e
inverno. Enquanto que para as cascas 0 marcador € mais evidente nos meses com
alta precipitacdo (outono e inverno), e o teor mais baixo é observado quando ha
baixas precipitacdes (primavera e verdo). A figura 16 mostra os dados
cromatograficos obtidos para as folhas de L. ferrea, no periodo de setembro de 2014
a agosto de 2015. Através da sobreposi¢cdo dos cromatogramas, € possivel observar
perfis cromatogréaficos e tempos de retencdes semelhantes, assim como a presenca
de acido galico em todos os meses do ano.

Embora exista uma tendéncia para as folhas de acido galico apresentar maior
concentracdo em meses com baixa precipitacdo, a figura 16 mostra que em alguns
meses que apresentam alta precipitacdo, ha também grandes concentracbes de
acido galico, como € o caso dos cromatogramas 11 e 12 (figura 16), referentes aos
meses de julho e agosto respectivamente. Esses dados mostram que ha grandes
concentracdes tanto no periodo seco quanto no chuvoso.

Segundo Santos e colaboradores (2006), as flutuacbes observadas com
maximos tanto em periodos de estiagem quanto em periodos chuvosos, pode ser
atribuido a outros fatores que ndo sejam os climaticos, notando que condicdes como
periodo de floracdo, de frutificacdo e ataque de herbivoros e patdégenos também

podem influenciar na producéo de metabdlitos secundarios.



Tabela 13 - Analise das condig¢des climaticas e evolugao sazonal da quantificacdo de acido galico (TAG) nas folhas e cascas de L. ferrea por HPLC.
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" Folha Casca Precipitacao Temperatura Umidade
TAG = DP (%) TAG= DP (%) Total (mm) (C9) Relativa (%)

Set/2014 0,097 + 0,0024 0,6465 + 0,0096 248,9 mm 28,4 80
Out/2014 0,159 + 0,0002 2,6000 + 0,1534 146,5 mm 29,1 78
Nov/2014 0,069 + 0,0001 1,5227 + 0,0350 56 mm 30,5 73,3
Dez/2014 0,074 + 0,0002 3,3616 + 0,0156 71,3 mm 30,7 73,2
Jan/2015 0,0815 + 0,0001 1,5279 + 0,0508 65,4 mm 30,8 71,3
Fev/2015 0,063 + 0,0006 2,7648 + 00,1018 56,2 mm 31,6 70,8
Mar/2015 0,0635 + 0,0001 1,5223 + 0,0087 341,2 mm 30,5 76,8
Abr/2015 0,0323 + 0,0006 3,1718 + 0,0630 74,6 mm 31,6 73,5
Mai/2015 0,0332 £ 0,0001 3,0149 + 0,0066 178,9 mm 30,7 77,5
Jun/2015 0,0490 £+ 0,0001 1,5452 + 0,0071 460,5 mm 29,0 82,8
Jul/2015 0,0868 + 0,0008 3,5345 + 0,1206 446,3 mm 28,0 85,7
Ago/2015 0,1101 £+ 0,0009 2,4369 + 0,0920 116,2 mm 28,4 79,6
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Figura 16 - Perfil cromatogréfico das amostras de folha de L. ferrea em diferentes meses do ano,
através de CLAE.
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Fonte: Proprio Autor.

il

A sazonalidade exp0e as plantas a diferentes variacdes climaticas, podendo
algumas espécies apresentarem maiores concentracdes de metabdlitos em uma
época do ano, e outras espécies apresentarem maiores concentracdes em outros
periodos. Macedo e colaboradores em 2013, realizaram um estudo com folhas de
Davilla rugosa Poir, mostrando que as estacfes do verdo e outono foram as que
apresentam maiores concentracdes de taninos, sendo possivel inferir que as plantas
reagem de formas diferentes as condi¢cBes climaticas, o que pode refletr em
diferentes perfis cromatograficos.

No que diz respeito as cascas, a tabela 13 mostra a relacdo entre as
concentracfes de acido galico e os dados climaticos obtidos para a época do
estudo. E possivel observar que a maior concentracéo de acido gélico foi no més de
julho, um més em que houve um grande volume de precipitacdo, referente a estacao
do inverno. J4 a menor concentracdo foi no més de setembro (Primavera), onde
houve uma precipitacdo moderada. A figura 17 mostra os cromatogramas obtidos
para os lotes das cascas de L. ferrea, através da sobreposi¢do dos cromatogramas,
observa-se que os lotes possuem perfis e tempos de retencdo semelhantes entre si,
assim como a presenca de acido galico em todas as amostras, confirmando a

presenca do metabdlito em todos os meses do ano.
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Quando comparados, as folhas e cascas apresentam uma diferenca
significativa quanto ao teor de acido galico. Os dados expostos na tabela 13,
mostram que as cascas apresentam maior concentracdo de acido gélico do que as
folhas. Segundo Gobbo-Neto e colaboradores (2007), a parte do vegetal influéncia
na producdo de metabolitos secundarios, podendo determinado metabdlito
secundario estar mais concentrado em uma parte da planta. De acordo com Sartori
(2012), os taninos estdo amplamente distribuidos nas plantas, porém tendem a

apresentar maiores teores nas cascas.

Figura 17 - Perfil cromatogréfico das amostras de casca de L. ferrea em diferentes meses do ano,
através de CLAE.
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Fonte: Préprio Autor.

As figuras 18 e 19 mostram a distribuicdo de teores de acido galico ao longo
do ano, tanto nas folhas quanto nas cascas, respectivamente. Considerando o0s
dados obtidos para as folhas, é possivel confirmar que ha uma tendéncia para as
concentragcfes do marcador aumentarem no periodo da estiagem (primavera e
verdo, set-fev), e diminuirem no periodo chuvoso (outono e inverno, mar-ago),
havendo um significativo aumento nos ultimos meses do inverno, 0 que sugere

influéncia de outros aspectos que ndo os climaticos.
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Figura 18 - Perfil de distribuicao de acido gélico nas amostras de folha de L. ferrea ao longo do ano,
através de CLAE.
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Fonte: Proprio Autor.

Ja nas cascas, apesar da maior concentracdo ter sido no periodo do inverno,
pode-se observar uma flutuacdo das concentracbes entre as estacOes, havendo
maximos ao longo do ano. Segundo Galdino e colaboradores (2007), a floracdo de
L. ferrea, acontece na estacdo seca, e sua frutificacdo vai do final da estacdo seca
até a chuvosa, o que pode sugerir que além de fatores climaticos, as cascas podem
ser influenciadas por aspectos como floracao e frutificacao.

Ao correlacionar os resultados obtidos para o doseamento de acido galico nas
folnas e cascas de L. ferrea por CLAE, com o0s obtidos para a prospeccéo
fitoquimica, pode-se observar que tanto para as folhas como para as cascas 0s
meses com maiores concentracdes de acido galico correspondem as bandas de
maiores intensidades nas duas placas (folhas e cascas). Enquanto que as menores
concentracfes obtidas para o marcador nas folhas e cascas, correspondem as
bandas de menor intensidade nas placas cromatograficas. Ao comparar o resultado
do doseamento de acido galico por CLAE nas folhas e cascas, com os doseamento
de polifenois por UV/VIS nas folhas e cascas de L. ferrea, percebe-se O doseamento
de &cido galico por CLAE acompanhou o0s resultados espectrofotométricos
revelando que nas folhas a maior concentracdo do marcador ocorre na primavera e
a menor no outono. Enquanto que para as cascas o marcador é mais evidente no

inverno, e o teor mais baixo é observado na primavera.
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Figura 19 - Perfil de distribuicdo de acido géalico nas amostras de casca de L. ferrea ao longo do ano,
através de CLAE.

set out nov dez jan fev mar abr mai jun jul ago
Meses

Fonte: Proprio Autor.

Assim, para os teores obtidos ao longo do ano, foram realizados testes
estatisticos por ANOVA de uma entrada (Tabelas 12 e 13). Os testes confirmaram a
hipétese de diferenca significativa entre os teores obtidos para as diferentes
guantidades avaliadas, uma vez que, os valores de Fcacuado (Folha: 5523,56; Casca:
342,47) para os teores médios de acido galico,foram maiores do que o0s
Frabelado(2,21).

Tabela 14 - ANOVA de Uma entrada para a avaliagdo da variabilidade sazonal sobre o teor de acido
galico nas folhas de L. ferrea.

Fonte da variacao SQ gl MQ F
Entre grupos 0,0407 11 0,0037 5523,56
Dentro dos grupos 1,61E-05 24 6,7E-07

Total 0,0407 35

Fonte: Proprio Autor.

Tabela 15 - - ANOVA de Uma entrada para a avaliacdo da variabilidade sazonal sobre o teor de 4cido
gélico nas cascas de L. ferrea.

Fonte da variacéo SQ gl MQ F
Entre grupos 28,0196 11 2,5472 342,47
Dentro dos grupos 0,1785 24 0,0074

Total 28,1981 35

Fonte: Proprio Autor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacao fisico-quimica contribuiu para a obtencdo de parametros de
gualidade para as folhas e as cascas do caule de L. ferrea. Os resultados obtidos
fornecem subsidios comparativos de qualidade para posteriores estudos com a
espécie vegetal. Além disso, as amostras avaliadas no estudo se apresentam dentro
das exigéncias minimas de qualidade recomendadas pela Farmacopeia Brasileira e
puderam ser utilizadas com sucesso nos ensaios quimicos de controle de qualidade
analitico das mesmas.

Os dois métodos analiticos avaliados para determinacdo e quantificacdo de
acido galico nas folhas e cascas de L. ferrea através de CLAE, apresentaram
adequacao aos parametros de validacdo estabelecidos pela RE n° 899/03. Estas
metodologias mostram-se disponiveis como técnicas especificas, sensiveis,
precisas, exatas e robustas. Desta forma, os procedimentos puderam ser
considerados validados para o fim que se propdem.

Por fim, o estudo constatou alteracdes sazonais significativas na composi¢cao
guimica das folhas e cascas de L. ferrea, indicando que o teor do marcador podem
estar sendo influenciados por diversos fatores, principalmente no que diz respeito a
precipitacdo. Outros estimulos como, periodo de floracdo e frutificagcdo, também
podem apresentar grande influéncia sobre o metabolismo vegetal, o que pode
explicar as flutuacbes encontradas para a distribuicdo nas concentracfes dos

marcadores ao longo do ano.
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