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RESUMO

Bauhinia forficata, Leguminosae, € conhecida popularmente como pata-de-
vaca e seus principais constituintes quimicos s&o flavondides. E comumente
usada como antidiabética, mas existem relatos a respeito de suas atividades
antioxidante e antiedematogénica. A fim de avaliar-se o comportamento de seus
constituintes quimicos frente a variagdes de temperatura e umidade, realizou-se
estudo de estabilidade acelerada (50 °C + 2 °C e 90% + 5% U.R.), onde a
substancia quimica majoritaria (SQM) serviu como marcador para os devidos
calculos e, portanto, o seu isolamento prévio tornou-se imprescindivel. Um
método devidamente validado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foi utilizado para as analises e através das mesmas pode-se predizer uma
reacao de segunda ordem e, por conseguinte, um tempo de vida util de 2,63 dias
e um tempo de meia-vida de 23,65 dias. Avaliou-se, ainda, as atividades
antioxidante (DPPH), antiedematogénica (edema em pata de ratos induzido pela
carragenina) e anticolinesterasica (autobiografia). Para a atividade antioxidante,
dos extratos testados, o butandlico foi o que demonstrou maior agao (54,73 pl/ml)
sendo, no entanto, inferior ao padrao Ginkgo biloba (42,51 pl/ml). Na avaliagao da
atividade antiedematogénica, o extrato aquoso testado demonstrou um maximo
de inibicdo de 76,5%. Ao testar-se a atividade anticolinesterasica de produtos
isolados obtidos a partir de B. forficata, nenhuma acgao significativa foi observada

exigindo estudos complementares.

Palavras-chave: Bauhinia forficata, CLAE, validacdo, estabilidade acelerada,

atividades antioxidante, antiedematogénica, anticolinesterasica.



ABSTRACT

Bauhinia forficata, Leguminosae, is popularly known as pata-de-vaca and
its main chemical constituents are flavonoids. It is used in the folk medicine as
anti-diabetes but there are, also, reports regarding its anti-oxidant and
antiinflammatory activities. In order to evaluate the behavior of its chemical
constituents under temperature and moisture variations, a study of accelerated
stability (50 °C + 2 °C and 90% + 5% R.U.) was carried out. In this study, the major
compound was used as a tracer for the calculations and thus, its previous isolation
was essential. A properly validated method in High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC) was used in the analysis and from this, a second order
reaction was predicted. By this mean, the shelf life expectancy was determined to
be 2,63 days and the half-life was 81,44 days. The antioxidant (DPPH),
antiinflammatory (carrageenin inducing rat paw edema) and anticholinesterasic
(biographic) activities were also evaluated. Regarding the antioxidant activity, from
the extracts which were tested, the butanolic one presented the best activity
(54,73 ul/ml). However, it was lower than Ginkgo biloba standard (42,51 ul/ml).
Regarding the antiinflammatory activity, the aqueous extract showed an inhibition
maximum at 76,5%. When testing the anticholinesterasic activity of isolated
products obtained from B. forficata, no significant activity was observed and

further studies are required.

Key-words: Bauhinia forficata, HPLC, validation, accelerated stability, antioxidant,

antiinflammatory and anticholinesterasic activities.
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INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

As plantas medicinais e seus derivados constituiram durante muito tempo a
base da terapéutica. Atualmente, cerca de 25% dos farmacos utilizados sao de
origem vegetal, e 50% daqueles de origem sintética tém alguma relacéo quimica
com os principios isolados de plantas medicinais. Isto se deve, em parte, a grande
variedade de espécies (250-500 mil) de plantas existentes na flora mundial,
muitas com importantes propriedades terapéuticas (SILVA e CECHINEL, 2002).

Motivada por inumeros fatores, tais como a necessidade de inovagéo e
caréncia de novas drogas para o tratamento de patologias que permanecem
ainda sem tratamento adequado, pressdo entre as proprias industrias e,
sobretudo por vantagens competitivas e declinio de produtividade, as industrias
farmacéuticas vém, ultimamente, investindo soma consideravel de recursos,

visando o desenvolvimento de novos medicamentos (CALIXTO, 2001a).

Sendo assim, se tem verificado um aumento nos estudos que comprovam
alguns dos conhecimentos empiricos, visto que a medicina popular é rica em
exemplos de plantas utilizadas para diversos fins, que substituem, muitas vezes, a
prescricdo médica. Acredita-se, inclusive, que cerca de 80% da populagao
mundial use plantas como primeiro recurso terapéutico (SILVA e CECHINEL,
2002).

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se
as plantas do género Bauhinia, pertencentes a familia Leguminosae, as quais séo
encontradas principalmente nas areas tropicais do planeta, compreendendo
aproximadamente 300 espécies. Muitas destas plantas sdo utilizadas como
recurso terapéutico na medicina popular em varias regides do mundo, incluindo a
Africa, Asia e América Central e do Sul. Pouco se conhece a respeito da atividade
farmacoldgica das plantas do género Bauhinia. Dentre os relatos descritos na
literatura cientifica, este género é frequentemente estudado quanto a sua possivel
acgao hipoglicemiante, uma vez que na medicina popular estas plantas sdo usadas
para o tratamento de diabetes (SILVA e CECHINEL, 2002).

Bauhinia forficata € a espécie que apresenta maior numero de estudos

referentes a atividade hipoglicemiante, sendo considerada, muitas vezes, pela



comunidade rural, como “pata-de-vaca verdadeira”. Esta planta € muito usada na
forma de chas e outras preparacdes fitoterapicas, uma vez que se encontra
facilmente disponivel no mercado farmacéutico (SILVA e CECHINEL, 2002).

Os indios brasileiros, bem como os nativos de outros paises sul-
americanos, usavam as folhas do vegetal como cicatrizantes, empregando-as em
banhos para feridas ou aplicando-as diretamente sobre os ferimentos. Usavam-
nas também como diuréticas, digestivas e expectorantes. As atividades
analgésica e antiinflamatoria também s&o mencionadas para B. forficata
(ALONSO, 2000).

B. forficata é muitas vezes considerada como sendo a “insulina natural”
devido ao seu emprego no controle do Diabetes (MIYAKE et al., 1986). JULIANI
(1931) foi o responsavel pelo primeiro relato sobre a sua agéo hipoglicemiante a
partir do qual se seguiram muitos outros estudos. RUSSO e colaboradores
(1990), no entanto, concluiram que em casos de Diabetes do Tipo Il, ndo ha
nenhuma agado comprovada com o uso de infusdo preparada a partir de B.
forficata. SILVA e colaboradores (2002), por sua vez, usaram uma pequena
fracdo n-butandlica da planta, e constataram uma significativa redugéo nos niveis
glicémicos dos ratos utilizados no experimento. Segundo PEPATO e
colaboradores (2002), aparentemente, o efeito causado por B. forficata nos niveis
de glicemia é maior em casos de diabetes moderada. Os diferentes e
inconclusivos resultados podem ser devido a varios aspectos nao levados em
consideragao nestas investigacbes, como os fatores ambientais (tipo de solo,
clima, etc) e sazonais (SILVA e CECHINEL, 2002).

A B. forficata vem sendo usada, principalmente, como um antidiabético,
sem, no entanto, possuir um estudo apropriado sobre a sua estabilidade ou ao
menos, uma metodologia de analise para um controle de qualidade adequado. A
proposta aqui apresentada tem como finalidade desenvolver um controle de
qualidade para a B. forficata Link em fungdo de sua estabilidade, mediante

variacdes de temperatura e umidade de armazenamento.

Consideragoes a respeito de atividades bioldgicas, tais como antioxidante e

antiedematogénica, também tornaram-se relevantes por serem citadas, mas n&o



estudadas cientificamente, por outros autores como BRACA e colaboradores
(2001) e MENEZES e colaboradores (2004) para atividade antioxidante; SILVA e
colaboradores (2000), OLIVEIRA e colaboradores (2001) e SOSA e
colaboradores (2002) para atividade antiedematogénica e antiinflamatéria, tanto

para B. forficata como para outras espécies de Bauhinia.

No que se refere a atividade anticolinesterasica, as especulagdes cada vez
maiores em torno da Doencga de Alzheimer e a capacidade dos flavondides em
contribuir para a integridade do tecido neuronal por diferentes mecanismos
(FRAGA et al.,, 2004) foram o principal motivo pelo qual decidiu-se verificar

alguma possivel relagao entre B. forficata e este disturbio.
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1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como principais objetivos a determinagdo da
estabilidade quimica de Bauhinia forficata subespécie pruinosa, bem como a
avaliacdo de atividades antioxidante, antiedematogéncia e anticolinesterasica

tanto de diferentes extratos como de produtos isolados da planta.

Para as analises e validagcdo do método tornou-se imprescindivel o

isolamento da substancia quimica majoritaria presente em B. forficata.

Os objetivos especificos encontram-se descritos nos proprios capitulos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTOS BOTANICOS

O género Bauhinia Bentham apresenta aproximadamente 250 espécies
distribuidas pelas regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo,
especialmente na América e na Africa (FORTUNATO, 1986). O nome do género
foi dado por Bentham em homenagem aos irmaos Bauhin, médicos e botéanicos
suigos que viveram no século XVII (OLIVEIRA et al., 2001).

A espécie Bauhinia forficata Link pertence a secdo Pauletia (Cav.) DC e
familia Leguminosae (Fabaceae) Jussieu, contendo as subespécies pruinosa
(Vogel) Fortunato et Wunderlin e forficata (JUDD et al., 1999). A sinonimia mais
comumente encontrada para B. forficata Link & B. candicans Bentham (OLIVEIRA
et al., 2001), mas, normalmente, B. candicans é sinbnimo da subespécie
pruinosa. Popularmente é conhecida como Pata-de-vaca, Unha-de-vaca, Unha-
de-boi, Casco-de-vaca, Pata-de-boi, Unha-de-boi-de-espinho, Pata-de-toro,
Mahogani, Pata-de-chivo, Pezuna-de-vaca, Cauba entre outros (COSTA, 1942,
CRUZ, 1979; LORENZI, 1982 e 1992; PIO CORREIA, 1984; OLIVEIRA et al.,
2001).

FORTUNATO (1986), ao estudar mais detalhadamente a espécie B.
forficata Link, observou que a subespécie pruinosa (Vog.) Fortunato et Wunderlin
cresce nos bordos de matas no Paraguai, sul do Brasil (incluindo o Rio Grande do
Sul), Uruguai e Argentina. Ocorre, ainda, na Bolivia e no Norte da Argentina. A B.
forficata Link subespécie forficata ocorre unicamente no Brasil, sendo sua
distribuicdo geografica desde o estado do Piaui, passando por toda a regido

nordeste e sudeste, alcancando o estado de Santa Catarina.

No Brasil existem muitas outras espécies de Bauhinia nativas e
introduzidas. No Rio Grande do Sul, mais propriamente, pode-se citar uma
especie introduzida que, por sua vez, € comumente confundida com B. forficata, a
Bauhinia variegata Linn. No entanto, B. variegata ndo apresenta espinhos e pode
ser encontrada com flores tanto na cor branca como résea, enquanto B. forficata
tem como principais caracteristicas morfolégicas a presenca de espinhos (Figura

2.1) e flores exclusivamente na cor branca (Figura 2.2).
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B. forficata Link € uma pequena arvore que atinge em média de 5-9 metros
(SILVA et al., 2002) e apresenta potencial para uso em recuperagao de areas
degradadas, plantios mistos, sendo empregada, ainda, como planta ornamental
(ATROCH et al., 2001). O tronco geralmente ¢é tortuoso (LORENZI, 1982 e 1992)
recoberto por suber castanho amarronzado, apresentando sulcos mais ou menos
profundos e aspecto ligeiramente estriado no sentido longitudinal (OLIVEIRA et
al., 2001).

Em relagcdo ao seu cultivo, de acordo com REIS e MARIOT (2003), deve
ser plantada em covas devido ao seu porte e adapta-se facilmente a situagdes de

formagdes secundarias.

As folhas medem geralmente, quando adultas, de 7 a 12 cm de
comprimento e apresentam-se divididas em dois lobos, os quais atingem o tergo
superior ou, com mais frequéncia, a metade do comprimento da folha. No vértice,
entre os dois lobos pode-se observar a presenga de um pequeno mucro. A base
foliar varia de arredondada a subcordiforme, apresentando nessa regiao, no ponto
de insercao do peciolo, a presenga de pulvinos. Os apices dos lobos sdo agudos
ou acuminados e a margem foliar é lisa. A lamina foliar apresenta consisténcia
membranacea e a superficie foliar é lisa, glabra ou ligeiramente pubescente na
fase dorsal. A nervacado é palmada, sendo constituida de 9 a 11 nervuras que
curvam para o apice. O peciolo foliar € de comprimento mediano e apresenta dois
espinhos em sua base, junto a inser¢ao no caule (MIYAKE et al., 1986). Uma foto

ilustrativa das folhas de B. forficata pode ser observada na Figura 2.1.

Figura 2.1. Folhas de Bauhinia forficata. No detalhe se observa a presencga de espinhos.
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A inflorescéncia encontra-se na forma panicula, sendo integrada por flores
grandes, brancas, de tamanhos variados e de pediculos germinados nos
pedunculos comuns curtos e laterais as folhas. O calice tubuloso, caracteristico,
de 1,5 a 3 cm de comprimento, abrindo-se em lacinias de 3 a 5 cm de
comprimento, apresenta coloragdo verde-clara. As pétalas sdo brancas em
numero de cinco, largo-lineares duas vezes mais longas que as sépalas, obtusas
no apice e de base contraida em forma de unha (OLIVEIRA et al., 2001; Figura
2.2).

Os frutos séo do tipo legume perfeito, de 15 a 25 cm de comprimento, de
coloragdo escura, amarronzada quando na época da abertura. As sementes
possuem contorno subovalado, sdo achatadas, de coloragao escura, providas de
uma linha esbranquigada que delimita sua forma. Em sua extremidade mais
afilada é bem visivel a cicatriz denominada hilo, algumas vezes acompanhada de
um resquicio de funiculo (OLIVEIRA et al., 2001; Figura 2.2).

Figura 2.2. Flor e legume de Bauhinia forficata.

2.2 ASPECTOS QUIMICOS

Algumas espécies de plantas do género Bauhinia foram e estdo sendo
estudadas quimica e farmacologicamente e, com isto, alguns dos seus compostos

foram isolados e identificados. Assim, diferentes classes de metabdlitos de
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interesse medicinal existentes nessas espécies foram relatados, incluindo
lactonas, flavondides, terpendides, esterdis, triterpenos, taninos e quinonas.
Predominando, em praticamente todo o género, a presenca de flavondides.
Apesar de muitos dos compostos presentes em Bauhinia serem conhecidos,
pouco se sabe sobre a atividade farmacolégica da maioria das substancias
isoladas do género Bauhinia (SILVA e CECHINEL, 2002).

No que diz respeito a composi¢cao quimica da B. forficata, pode-se citar a
presenca de esterdides, flavonodides, alcaldides, alcoois e polialcoois. SALATINO
et al.(1999) estudarem 9 espécies de Bauhinia, entre elas B. forficata, isolaram
derivados glicosilados de canferol, quercetina, isoramnetina e miricetina. Sendo
que para B. forficata eles relataram apenas a presenca de canferol e quercetina

glicosilados.

SILVA e CECHINEL (2002) relatam para B. candicans a presenga de
sitosterol, campesterol, estigmasterol, colesterol, canferol 3-O-f -rutinosideo,
canferol 3-O-B -rutinosideo 7-O-a-ramnopiranosideo, trigonelina, triacontanol e 3-
O-metil-D-inositol (D-pinitol). Para B. forficata, os mesmos autores mencionam a
presenca de canferol-3,7-dirhamnosideo (canferitrina), canferol-3-O-a-diramnosideo e

sitosterol.

PIZZOLATTI e colaboradores (2003), fracionando extratos das folhas de B.
forficata, isolaram (-sitosterol, canferol [1], canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo [3],
quercetina 3,7-di-O- a -L -ramnopiranosideo [4], canferol 3-O-[B3-D-glucopiranosideo-
(1—6)-a-L-ramnopiranosideo]-7-O-a-L ramnopiranosideo [5] e quercetina 3-O-B -D-
glucopiranosideo-(1—6)-a-L-ramnopiranosideo]-7-O- a -L-ramnopiranosideo [6]. Os
mesmos autores obtiveram, a partir do extrato butandlico das flores, canferol 7-O-a-L-

ramnopiranosideo [2]. Conforme Figura 2.3.
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Figura 2.3. Flavonoides presentes em Bauhinia forficata.

Através de delineamentos fitoquimicos foi mencionada também a presenca
de taninos e mucilagens, ndo sendo verificada a ocorréncia de antraderivados e
saponinas (MIYAKE et al., 1986).

Um estudo comparativo entre diferentes partes da planta (folhas, caule e
raizes), realizado por SILVA e colaboradores (2000), indicou a presenca de
esterdides e terpenos em todas as partes, predominantemente nas folhas. No
entanto, canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo (canferitrina) foi detectado
exclusivamente nas folhas de B. forficata. Este canferol poderia, portanto,
segundo os autores, ser considerado um marcador quimico para o controle de
qualidade em preparacdées com as folhas de B. forficata, uma vez que nao é

encontrado em nenhuma outra parte do vegetal.
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Os flavondides s&o considerados bons marcadores quimiotaxonémicos.
Esta caracteristica Ihes é conferida pela sua abundancia relativa em quase todo o
reino vegetal, especificidade em algumas espécies, relativa facilidade de
identificacao, relativa estabilidade e seu acumulo com maior influéncia do meio
ambiente (BRUNETON, 1991; ZUANAZZI e MONTANHA, 2003). Neste trabalho,
pretende-se utilizar o flavondide majoritario, nas folhas, como marcador para fins
de padronizagdo do extrato vegetal de B. forficata por serem exatamente os

flavondides os principais compostos quimicos presentes em Bauhinia.
2.3 ASPECTOS FARMACOLOGICOS
2.3.1 Atividade Antioxidante

Consideracdes a respeito da atividade antioxidante de B. forficata tém sido
feitas em fungdo da presenca marcante dos flavondides entre seus principais

constituintes.

BRACA e colaboradores (2001) testaram a atividade antioxidante de sete
produtos isolados a partir de folhas de Bauhinia tarapotensis. De acordo com os
resultados, puderam confirmar que trés dos compostos avaliados possuiam

alguma atividade antioxidante.

MENEZES e colaboradores (2004) verificaram a atividade antioxidante de
espécies coletadas no estado do Parana e constataram que B. mycrostachya era

a mais potente de acordo com os modelos utilizados no estudo.

SOUSA e colaboradores (2004), por sua vez, testaram o potencial
antioxidante de um dos produtos isolados a partir da fragao n-butandlica de folhas
de B. foficata, o canferol — 3,7- O — a — diraminosideo. Eles demonstraram que o

composto possui uma atividade significativa frente a metodologia empregada.
2.3.2 Atividade Antiinflamatoria

B. forficata Link tem sido mencionada como possuidora de atividade
antinociceptiva e antiinflamatoria (SILVA et al., 2000). Tais atividades s&o
frequentemente citadas para plantas do género. YADAVA e REDDY (2003), ao

avaliarem B. variegata, demonstraram atividade antiinflamatéria vinculada ao
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flavondide glicosilado 5,7,3’, 4’-tetrahidroxi-3-metoxi-7-O-raminopiranosideo (1-3)-
O -galactopiranosideo isolado a partir de raizes da planta. SOSA e colaboradores

(2002) confirmaram a atividade antinflamatoria para B. tarapotensis.
2.3.3 Atividade Hipoglicemiante

A acao hipoglicemiante da B. forficata, ha muito observada empiricamente
em seu emprego como antidiabético, e cientificamente demonstrada
primeiramente por JULIANE (1931), ndo foi devidamente elucidada até os dias de
hoje. Desta forma, ainda ndo se sabe a qual dos principios quimicos de B.
forficata se deve atribuir esta atividade e a mesma continua sendo discutida e

investigada.

RUSSO e colaboradores (1990) demonstraram que a infusdo preparada
com as folhas de B. forficata ndo apresentou efeito hipoglicemiante em pacientes
com glicemia normal e em pacientes com diabetes Tipo Il (ndo-insulino

dependente).

LEMUS e colaboradores (1999) avaliaram a atividade hipoglicemiante de
quatro plantas usadas na medicina popular chilena, entre elas B. candicans. As
infusdes nao alteraram os niveis glicémicos de ratos saudaveis, mas em animais
diabéticos o extrato de B. candicans reduziu em 39% a glicemia induzida pela

aloxona, tendo sido este efeito atribuido a presenga do alcaldide trigonelina.

SILVA e colaboradores (2002) testaram um extrato n-butandlico, preparado
a partir das folhas de B. forficata, nos niveis séricos de glicose em ratos. A
administragao oral do extrato demonstrou uma diminui¢ao consideravel nos niveis

de glicose tanto nos animais saudaveis quanto nos hiperglicémicos.

PEPATO e colaboradores (2002) também realizaram experimentos para
verificar a atividade hipoglicemiante de B. forficata. Administraram o decocto
cronicamente a ratos, durante 31 dias, via oral, e constataram uma redugao nos

niveis séricos de glucose e de uréia presentes na urina.

Mais recentemente, SOUSA e colaboradores (2004) testaram o efeito
hipoglicemiante de um produto isolado a partir da fracdo n-butandlica de B.

forficata, o canferol — 3,7- O — a — diraminosideo (canferitrina). A administragao
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oral da canferitrina causou efeito hipoglicemiante nos ratos normais e naqueles

em que se induziu diabetes previamente.
2.3.4 Outras Atividades

De uma maneira geral, as atividades diurética e hipoglicemiante,
relacionadas as preparacdes feitas com as folhas de B. forficata, sdo as mais

reconhecidas.

COSTA (1942) menciona propriedades estimulantes, expectorantes e
adstringentes ligando-as muitas vezes as cascas do caule; propriedades
diuréticas, antiblenorragicas e vermifugas, as raizes; e finalmente, propriedades
purgativas, as flores. Contudo, estas indicagcbes, sao muito antigas, ndo havendo

confirmacéo em trabalhos recentes.

A acéo diurética, no entanto, foi observada por SILVA e CECHINEL (2002)
através do teste geral de atividades (TGA), no qual foi administrado o extrato

bruto da tintura da planta e dez minutos apd6s houve intensa diurese.

PI1ZZOLATTI e colaboradores (2003) relatam que a infusdo das folhas de
Bauhinia forficata é utilizada na medicina popular brasileira como agente diurético,
hipoglicemiante, ténico, depurativo, no combate a elefantiase e na redugao da

glicosuria.

MARTINS e colaboradores, em 1994, realizaram um estudo a fim de
demonstrar a atividade mutagénica de algumas plantas utilizadas popularmente,
entre elas, B. forficata, e constataram uma certa toxicidade que deveria receber

maior atengao.

NETO e colaboradores (2003) demonstraram uma possivel inibicdo da
peroxidase tiredidea pelo extrato de B. forficata. Foi observada uma inibicado de
50% na atividade de oxidagao do iodeto da TPO in vitro na presenga de 0,011%
de extrato da planta, sugerindo que o consumo cronico poderia levar ao

hipotireoidismo e a formagéao de bocio.
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Recentemente, HAEYOUNG e colaboradores (2005) comprovaram a
inibicdo da progressao do ciclo celular de células HeLa por um composto isolado

de B. forficata, chamado pelos autores de HY52.

OLIVEIRA e colaboradores (2005) verificaram que o extrato aquoso de
folhas de B. forficata € capaz de neutralizar a coagulagédo induzida por veneno
das cobras Bothrops e Crotalus, demonstrando possuir atividades anticoagulante

e antifibrinogénica.

Para o género Bauhinia ainda sdo descritas outras inUmeras atividades
sendo que algumas ja foram estudadas cientificamente. PANDA e KAR (1999),
em seus estudos, concluiram que B. purpurea possui atividade estimulante sobre
a funcédo da glandula tiredide. GONZALEZ-MUJICA et al. (2002) comprovaram
que o extrato aquoso de B. megalandra é capaz de inibir, de forma dose-
dependente, a absor¢cao de glicose intestinal. RAJKAPOOR e colaboradores
(2003), por sua vez, constataram que o extrato etandlico de B. variegata pode ser

um agente em potencial no tratamento do Linfoma de Dalton.

Na literatura encontram-se, ainda, relatos a respeito da atividade
anticolinesterasica. TREVISAN e MACEDO (2003) avaliaram a atividade
anticolinesterasica de varias plantas, entre elas a Bauhinia chyilantha, que por
sua vez nao demonstrou possuir propriedade. ISHIGE e colaboradores (2001)
realizaram experimento no qual testaram o efeito do canferol, que por sua vez

demonstrou pouca atividade.
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3 DETERMINACAO DE METODO ANALITICO E ANALISE DO PERFIL
CROMATOGRAFICO POR CLAE DE BAUHINIA FORFICATA

3.1 INTRODUCAO

Ao se estudar metabdlitos secundarios, observa-se que muitas amostras
contém compostos polares e nao volateis, sendo que usualmente a cromatografia
liquida, combinada com um detector UV — visivel, pode ser o sistema escolhido
para o isolamento e deteccdo dos metabdlitos de interesse. A cromatografica
liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica analitica que compreende uma
grande variedade de modos de separagdo, os quais podem ser escolhidos
segundo a natureza quimica dos compostos a serem analisados (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2003).

A dosagem conjunta dos flavonodides é bastante complexa em virtude do
comportamento dos heterosideos das respectivas agliconas e pela dificuldade de
isolamento dessas substancias de outras classes de fendis (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2003). O teor dos constituintes presentes nas plantas também varia
consideravelmente em funcdo de fatores externos, incluindo: temperatura,
umidade, luminosidade, nutrientes do solo, método de coleta, secagem e
transporte, parte da planta usada, entre outros. Cada um desses fatores pode
afetar diretamente a qualidade da matéria-prima vegetal e, consequentemente, o
produto final e a eficacia clinica dos medicamentos fitoterapicos (CALIXTO,
2001b).

A necessidade do desenvolvimento de um método analitico mais
especifico, exato e reprodutivel favorece a analise dos extratos vegetais por
CLAE. Reconhecida como a técnica mais adequada para a determinacio
quantitativa de marcadores quimicos em preparagdes vegetais, a CLAE pode ser
utilizada como um parametro de comparacgao e de validagao de outra metodologia
analitica, pois permite identificar e quantificar substancias mesmo na presenca de

interferentes da matriz vegetal ou no analito (PAVEI, 2004).

A CLAE é considerada um método rapido e preciso, permitindo a
separacao e doseamento de quantidades relativamente pequenas de material
(ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).
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Quando o objetivo da analise é o controle de qualidade do produto final, as
exigéncias analiticas incidentes devem considerar diversos fatores, como
especificidade, exatidao, precisdo e tempo de rotina analitica. Dessa maneira,
para fins de controle de qualidade, o método analitico deve ser validado para uma
substancia ou grupo de substancias (PETRY, 1999). Recomenda-se, também,
que o0 mesmo possa ser utilizado em estudos de estabilidade, permitindo,
inclusive, a detecgédo de produtos oriundos da degradacao das substancias ativas
ou dos marcadores quimicos (SONAGLIO et al., 2003).

A CLAE é o método de escolha para analises de estabilidade de
componentes vegetais e seus possiveis produtos de degradagdo. Respeitando a
composi¢cado quimica da droga vegetal, a CLAE permite separar um largo espectro
de UV de flavondides, alcancando desde os compostos polares até os apolares
(HEIGL e FRANZ, 2003).

Considerando-se que a CLAE é bastante eficiente na analise de extratos
vegetais, decidiu-se ndo somente avaliar o perfil cromatografico de B. forficata,

como também comparar diferentes subespécies e espécies do género.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) estabelecer e otimizar um sistema de analise por CLAE para Bauhinia

forficata;
b) avaliar o perfil cromatografico de B. forficata por CLAE.

c) comparar o perfil cromatografico entre diferentes subespécies de B.

forficata;

d) verificar as possiveis alteragbes na composigado quimica de B. forficata

com a variagao das estagdes do ano.

e) comparar o perfil cromatografico de B. forficata e B. variegata.
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3.3 MATERIAIS E METODOS
3.3.1 Material vegetal

B. forficata foi coletada na regido da fronteira oeste do Estado do Rio
Grande do Sul, na cidade de Rosario do Sul, no més de outubro de 2003. Apds
identificacao, realizada pelas Bidlogas Botanicas Prof. Dra. Liliam Mentz e Dra.
Roseli Bortoluzzi, as folhas secaram em temperatura ambiente. Material
testemunho da planta encontra-se no Herbario do Instituto de Ciéncias Naturais
da UFRGS, Departamento de Botanica, sob o registro de ICN 136705. Uma
duplicata do mesmo material encontra-se disponivel no Herbario do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, incluido na secdo Registro Botanico (RB), sob o
codigo de RB 398065.

3.3.2 Preparacao dos extratos

O material vegetal, composto por folhas, foi pulverizado com o auxilio de
um moinho de facas IKA A11 basic (IKA-WERKE) e 150 mg, pesados em balanca
analitica (BELMACK ENGINEERING), foram submetidas a extrag&o por turbdlise,
com Ultra Turrax T8 S8N-5G (IKA-WERKE), durante 5 minutos, utilizando 5 ml de
solugéo etandlica 80% como solvente. As amostras foram filtradas a vacuo por
papel filtro, em kitazato, com auxilio de funil de blchner e o seu volume foi
retomado em baldo volumétrico de 5 ml com a mesma solugdo etandlica 80%,
sendo posteriormente levadas a analise cromatografica descrita nos itens 3.3.4 e
3.3.5.

3.3.3 Hidrdlise Acida

Pesou-se aproximadamente cerca de 150 mg de planta pulverizada,
adicionou-se 4,0 ml de solugao hidroetandlica 80% e 1ml de acido cloridrico
concentrado. Refluxou-se por 90 minutos a amostra. Apds, evaporou-se o
solvente em evaporador rotatério por 30 minutos. A amostra foi entao,
ressuspendida em 5,0 ml de metanol grau analitico e posteriormente filtrada com
membrana apropriada para que se pudesse fazer a analise por CLAE, conforme
os itens 3.3.4 € 3.3.5 (PIZZOLATTI et al., 2003).
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3.3.4 Andlise cromatografica

Os extratos foram diluidos, na propor¢do 5:1 (viv) em metanol (grau
analitico para CLAE / VETEC). Estas amostras foram filtradas por membrana
filtrante hidrofébica (Millipore; 0,45um; 13 mm) e apds, se procedeu a injegao no
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo realizadas

trés determinacgdes.
3.3.5 Condi¢cdes cromatograficas

Procedeu-se a analise cromatografica utilizando os parametros descritos

na Tabela 3.1 a seguir.

Tabela 3.1. Parametros para analise cromatografica de Bauhinia forficata subespécie
pruinosa.

Caracteristicas Descricao

Cromatdégrafo Waters Alliance 2695

Detector UV/Vis Waters 2487 ou Waters 996 (PDA)
Coluna Nova-Pak C18’

Pré-coluna Lichrospher Merck?

Sistema de eluicdo |Gradiente

A Acetonitrila:Agua:Acido Trifluoroacético (5:95:0,01; v/v/v)
B Acetonitrila:Acido Trifluoroacético (100:0,01; v/v)

Fluxo 0,8 ml/min

Fase movel

Volume de injecdo |10 pl
Comprimento de

348nm
onda
SenS|b|~I|dade de 0,05 AUFS
detecgao

' Dimensdes da coluna / Tamanho de particula: 3,9 x 150 mm / 4um
?Dimensoes da pré-coluna / Preenchimento: 10x4mm / 37-55 pm

A acetonitrila (grau analitico para CLAE / VETEC), agua ultrapura (Milli-Q)
e acido trifluoroacético (TFA) (NUCLEAR) foram filtradas previamente através de
membrana filtrante (HPLV 047 / Millipore) e desaeradas por 10 minutos em banho
de ultra-som. O sistema utilizado foi gradiente e encontra-se descrito na Tabela
3.2.
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Tabela 3.2. Sistema gradiente utilizado para a analise por CLAE de Bauhinia forficata
subespécie pruinosa.

Tempo (min Fase A (% Fase B (%
0,00 100 0
10,0 59 41
13,0 0 100

3.3.6 Otimizacédo da técnica
3.3.6.1 Avaliacéo da influéncia da proporcao droga:solvente

Pesaram-se analiticamente, em balanca, 150, 250 e 350 mg de material
vegetal seco e pulverizado de B. forficata, submetendo-se, em duplicata, a
extragao e posterior verificagdo cromatografica, em CLAE, conforme descrito nos
itens 3.3.4 e 3.3.5, com injecdes em triplicata. O resultado obtido foi observado
através da diferenciagdo média da integracdo das areas do maior pico
demonstrado, considerado neste experimento como sendo o marcador, apos

sobreposi¢ao dos cromatogramas.
3.3.6.2 Avaliacéo do solvente empregado

Extratos aquosos, etandlicos e hidroetandlicos (20:80, 50:50, 80:20; V/V)
de B. forficata, foram submetidos a analise utilizando o resultado de quantidade
de planta ideal obtido no item 3.3.6.1 para preparacdo dos extratos e posterior
analise cromatografica em ftriplicata, em CLAE. Os resultados obtidos foram
observados através da diferenciacdo da integracdo da area do maior pico

demonstrado, apds sobreposi¢ao dos cromatogramas.
3.3.6.3 Avaliacdo dos métodos de extracéo

Turbdlise e maceragao estatica durante 7 dias, foram testadas utilizando
as condicbes pré-estabelecidas apds a realizacdo dos testes descritos nos itens
3.3.6.1 e 3.3.6.2 Os extratos feitos em duplicata foram submetidos a analise e
verificagdo cromatografica com trés determinagdes. Os resultados obtidos foram
observados através da diferenciacdo da integracdo da area do maior pico

demonstrado, apos sobreposi¢céo dos cromatogramas.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil cromatografico dos flavondides de B. forficata, apos a extragao
descrita no item 3.3.1, analisado segundo o item 3.3.4 e de acordo com as
condigdes preconizadas em 3.3.5, pode ser observado na Figura 3.1. Sendo o
segundo pico (tempo de retencdo em torno de 7,2 minutos) o flavondide
(constituinte) majoritario, considerado neste trabalho, como sendo o marcador e
ao qual sera referido por substancia quimica majoritaria (SQM) apresentando UV

minimo 267,2 nm e maximo 348,1 nm.

Através da analise em CLAE com detector PDA, foi possivel verificar-se

que o grau de pureza do pico majoritario era satisfatério para as analises.

240.00 280.00 280.00 30g.00 32g.00 24g.00 360.00 380.00

267 2

3481

o006

004

A

o002

000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 8.00 8.00 10.00 12.00
Minutes

Figura 3.1. Cromatograma de Bauhinia forficata subespécie pruinosa a 348nm de acordo
com o método proposto e destacando SQM com seu respectivo UV.

O cromatograma apresentado denota que o método proposto parece
bastante adequado para a analise de B. forficata considerando-se o perfil de

flavondides, pela analise de seus UVs e a substancia quimica majoritaria, SQM.

A otimizagao da técnica levou a inumeros resultados que contribuiram para
a determinagao do método de analise empregado no decorrer de todo o trabalho.
Ao se avaliar o item 3.3.3.1, referente a influéncia da proporgdo droga:solvente,

obteve-se as seguintes areas de marcador, descritas na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Avaliacdo da influéncia da propor¢cdo droga:solvente na preparagdo do
extrato de Bauhinia forficata subespécie pruinosa.

Massa de planta (m Area de marcador (mV.s
100 452679
150 503901
250 504025
350 504176

Os resultados demonstram que a quantidade de planta utilizada no preparo
dos extratos nao esta vinculada, necessariamente, a uma maior concentracido de
marcador a partir do momento em que se atinge a saturagdo do solvente. No
caso, a saturagao foi atingida em 150mg e, portanto, a partir deste ponto, as
alteragdes na area foram minimas até 350mg se comparadas com a variagéo
entre 100 e 150mg.

As areas do maior pico, considerado o marcador, descritas na Tabela 3.4,

foram obtidas a partir das analises para avaliacdo da melhor solugao extrativa.

Tabela 3.4. Avaliacao do solvente empregado no processo de extragao de Bauhinia
forficata subespécie pruinosa.

Tipo de Sol. Extratoras Area de marcador (mV.s)

Aquoso 475283
Etandlico 539146
Hidroetandlico
(20:80) 558677
Hidroetandlico 512297
(50:50)
Hidroetandlico
(80:20) 495386

Os flavonodides sao soluveis em alcoois, portanto, considerando-se que os
constituintes de B. forficata sdo em sua maioria canferdis glicosilados, pode-se
inferir que o melhor resultado esteja proporcionalmente vinculado a esta
caracteristica. De tal forma, a propor¢do da solugdo hidroetandlica (20:80)
demonstrou ter solubilizado uma maior quantidade do canferol, por causa da
percentagem de etanol, bem como os agucares ligados ao mesmo, soluveis em

agua, por sua vez.
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O ultimo experimento relacionado a otimizacdo da técnica foi o de
avaliagcdo do método de extragdo mais adequado, turbdlise ou maceragao estatica
durante 7 dias. Os valores de area para o marcador foram respectivamente
554908 e 526179. O método de turbdlise mostrou-se superior a extracio estatica,
neste caso, possivelmente pela sua capacidade de agitagdo com diminui¢do de

particulas.

Partindo-se do método proposto foi possivel fazer uma comparagao entre o
perfil cromatografico de diferentes subespécies de B. forficata. Na Figura 3.2,
verifica-se o perfil da subespécie forficata proveniente da cidade de Itajai (SC) e
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Cechinel (UNIVALI — Itajai/ SC).
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240.00 250.00 280.00 300.00 320.00 340.00 350.00 380.00
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343.4

0.0
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0.02+
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2.00 4.00 5.00 8.00 10.00 12.00
Minutes

Figura 3.2. Cromatograma de Bauhinia forficata subespécie forficata a 348 nm.

Sobrepondo-se os cromatogramas das diferentes subespécies de B.
forficata (Figura 3.3) percebeu-se claramente as particularidades na composi¢ao
quimica de seus constituintes. De tal forma, pode-se considerar o fato de o

marcador, possivelmente, diferir entre as subespécies.
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Figura 3.3. Cromatograma de Bauhinia forficata subespécie forficata sobreposto com
subespécie pruinosa, a 348 nm.

Na sequéncia estd apresentada a Figura 3.4 com o cromatograma da
substancia quimica maijoritaria, canferitrina, gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Cechinel (UNIVALI - Itajai/SC) da subespécie forficata, onde se observa o tempo
de retencdo em torno de 7,6 e os UV minimo e maximo, 262,5 e 343,4 nm,

respectivamente.
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Figura 3.4. Cromatograma de canferitrina, composto presente em Bauhinia forficata
subespécie forficata, cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Cechinel (UNIVALI — Itajai/ SC), a
348 nm.

O cromatograma exposto na Figura 3.5 demonstra que o marcador

presente em B. forficata subespécie forficata, por sua vez, ndo pode ser
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considerado um marcador para a subespécie pruinosa pois pela analise em UV

nao foi detectada a sua presenca.
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Figura 3.5. Cromatograma de Bauhina forficata subespécie pruinosa sobreposto com
canferitrina.

Considerando-se, entdo, que a canferitrina ndo demonstrou ser um
marcador para a subespécie pruinosa, tornou-se necessario o isolamento de
marcador (SQM) desta subespécie, cujo tempo de retencdo € menor do que
aquele verificado para o da sub. forficata, podendo variar conforme as condi¢des
ambientais do dia da analise e os UV. min. e max. sao respectivamente 267,2 e
348, 1 nm (Figura 3.1).

Ainda, utilizando-se o método cromatografico proposto, foi possivel verificar
o comportamento de outra espécie de Bauhinia bastante freqliente no Rio Grande
do Sul, a Bauhinia variegata, uma espécie introduzida e muito utilizada como

ornamental.

A B. variegata € comumente confundida com a B. forficata por também
possuir flores de cor branca, além de cor lilas. No entanto, convém ressaltar o fato
de que as diferengas entre ambas sao extensivas a sua constituicdo quimica,
como demonstra o cromatograma (Figura 3.6), ou seja, n&o se limita a aspectos
botanicos e morfolégicos. Os UVs apresentados por B. variegata foram distintos
daqueles observados para ambas as subespécies de B. forficata denotando as

diferengas quimicas entre as espécies.
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Figura 3.6. Cromatograma de Bauhina variegata, a 348 nm.

Realizou-se, ainda, uma analise sobre a variagao no perfil cromatografico
de B. forficata sub. pruinosa conforme as diferentes estagcdes do ano. As coletas
foram realizadas sempre até o décimo dia do segundo més da estagcédo em vigor e
as analises foram feitas logo apds a coleta e secagem das folhas. Todas as
coletas foram provenientes da mesma arvore. E possivel verificar-se as variagdes
nos niveis dos compostos quimicos presentes na planta analisando-se a Figura

3.7 que segue.
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Figura 3.7. Cromatograma de Bauhinia forficata subespécie pruinosa com a variagao das
estacdes do ano, a 348 nm.

O cromatograma evidencia variagdes bastante significativas entre os
constituintes da planta. Sendo que no inverno todos os constituintes apresentam a
sua menor concentragdo. A SQM também pode variar conforme a estagédo em

que a planta for coletada. Inclusive, a substancia que consideramos como sendo
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SQM, somente € a majoritaria na primavera, justamente a estagao em que foi feita
a coleta para este experimento. Provavelmente exista alguma relagdo de SQM
com a floragdo da B. forficata, pois € na primavera que a planta comeca a

florescer permanecendo florida durante o verao.

Por fim, realizou-se a hidrélise acida do extrato de B. forficata a fim de
verificar se os compostos presentes tratavam-se de fato do flavonol canferol
glicosilado. Obteve-se uma alteragcéo visivel no perfil cromatografico do extrato
com a formacao de dois novos picos com tempos de retengdo em torno de 10 e
11 minutos (Figura 3.8). Ao analisar as absorgbes maximas € minimas destes
novos compostos, observou-se que as mesmas eram referentes as agliconas
quercetina (min. 257,7 e max. 370,6 nm) e canferol (min. 267,2 e max. 365,8 nm),
respectivamente. As devidas sobreposicoes com o0s compostos puros foram

realizadas e os tempos de retencdo bem como os UVs eram correspondentes.
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Figura 3.8. Cromatograma demonstrando a formagao de quercetina e canferol apés
hidrélise acida de Bauhinia forficata subespécie pruinosa, a 348 nm.

Esta ultima analise também auxiliaria no momento de se prever o que
possivelmente ocorreria durante o estudo de estabilidade acelerada. Se poderia,
de certa forma, predizer quais seriam os compostos de degradacdo que se
formariam mediante a exposigao do material vegetal a variagdes de temperatura e

umidade.
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4 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA
MAJORITARIA (SQM)

4.1 INTRODUCAO

O isolamento seguido de elucidagdo estrutural e identificacdo dos
constituintes mais importantes de um vegetal, responsaveis ou nédo pela agao
biolégica do mesmo, permitem identificar a espécie vegetal e, conjuntamente com
ensaios de atividade bioldgica, analisar e caracterizar fragbes ou substancias
bioativas (SONAGLIO et al., 2003).

O estabelecimento de marcadores quimicos € indispensavel para o
planejamento e monitoramento das ag¢des de transformacgao tecnoldgicas e para
os estudos de estabilidade dos produtos intermediario e final. Marcador, de
acordo com a Resolucéo n. 48 (BRASIL, 2004a) é um componente ou classe de
compostos quimicos (ex: alcaldides, flavondides, acidos graxos, etc.) presente na
matéria-prima vegetal idealmente o proprio principio ativo, e preferencialmente
que tenha correlagdo com o efeito terapéutico, que € utilizado como referéncia no

controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos.

Nesse sentido, o conhecimento da estrutura quimica tem especial
relevancia no caso de substancias facilmente degradaveis por fatores tais como
luz, calor e solventes, atrelados ao processo tecnolégico. Tal € o caso dos
polifendis ou taninos, assim como de inumeros compostos heterociclicos e

polifuncionais de distribuicdo abundante na natureza, como os flavonadides.

Os métodos analiticos permitem a avaliagcdo da qualidade do produto
fitoterapico, garantindo, assim, a consténcia de agao terapéutica e a seguranga de
utilizagdo (SONAGLIO et al., 2003).

A avaliacdo quantitativa, semi-quantitativa ou qualitativa envolve a
utiizacdo de métodos espectrofotométricos, cromatograficos, fisicos, fisico-
quimicos e/ou quimicos. Nos casos em que os constituintes responsaveis pela
atividade farmacoldgica s&o desconhecidos, a analise é realizada utilizando-se
marcadores quimicos, selecionados segundo a sua abundancia, facilidade de
deteccao e doseamento (SONAGLIO et al., 2003).
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) isolar a substancia quimica majoritaria (SQM) de Bauhinia forficata,

detectada em cromatograma de CLAE ;

b) identificar a substancia quimica majoritaria (marcador) empregando-se

técnicas espectroscopicas;

c) quantificar a substancia quimica majoritaria;
4.3 MATERIAIS E METODO
4.3.1 Preparacéo do extrato

As folhas secas de B. forficata foram maceradas com solucido etandlica
80%, em ultra-turrax (T25 BASIC IKA-WERKE) por 15 minutos e permaneceram
sob maceragao por mais 3 dias. Na sequéncia filtrou-se o macerado, em algodéo,
reservando-se o filtrado e colocando o remanescente novamente em maceracéo,
com solugao etandlica 80%, por mais 1 dia. Apds, ambos filtrados foram reunidos
e o solvente eliminado em evaporador rotatério a 40 °C (BUCHI ROTAVAPOR
R114).

O material vegetal foi retomado em &agua e lavado trés vezes com
diclorometano (QUIMEX; grau de pureza p.a.) para eliminar possiveis
interferentes e compostos mais polares que ndao eram de interesse. A fragao
aquosa foi novamente extraida trés vezes, porém, dessa vez, com alcool butilico
(QUIMEX; grau de pureza p.a.). Esse extrato butandlico foi seco em evaporador

rotatério a 40 °C.
4.3.2 Isolamento

Para a realizagdo de cromatografia em camada delgada, modo preparativa,
250 mg do extrato butandlico foram ressuspendidos em q.s. de metanol
(QUIMEX; grau de pureza p.a.) e aplicados, com o auxilio de capilares de vidro,
em placas de vidro recobertas com silica modo preparativa (MERCK) e
previamente ativadas em estufa (QUIMIS APARELHOS CIENTIFICOS
MODELO317.B.122 N° SERIE 905583) a 100 °C durante 30 minutos a fim de
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eliminar qualquer possivel presenca de umidade que pudesse interferir no

desempenho do sistema.

As placas foram depositadas em cuba de vidro com sistema eluente
composto por acetato de etila:dgua:acido acético:acido férmico (65:15:10:10)
(QUIMEX; grau de pureza p.a.). Apos a migragao foram observadas 5 manchas
em UV, sendo que apenas trés com suficiente resolugéo. Estas foram removidas
cuidadosamente, com auxilio de espatula. A silica com a faixa de interesse (Rf =
0,3) foi lavada com metanol e filtrada com funil de vidro sinterizado G5. A amostra
foi concentrada em evaporador rotatério e injetada em cromatdgrafo a liquido de
alta eficiéncia (CLAE) (Waters Alliance 2695) para verificar sua pureza, de acordo
com os parametros especificados anteriormente nos itens 3.3.4 e 3.35. A
determinagcdo do comprimento de onda utilizado (348 nm) para a detecgéo e
analise do marcador quimico foi feita utilizando-se o detector de fotodiédos
Waters 996 PDA, onde foram observados os maximos de absor¢cdo do pico

cromatografico.

Dando-se sequéncia a investigacdo quimica, o composto dissolvido em
metanol teve sua massa determinada com injecdo direta em equipamento
Micromass (Quattro LC, software Masslynk 3.5), eletrospray negativo. Além disso,

foi encaminhado a analises espectroscdpicas de ressonancia magnética nuclear.
4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A substancia quimica majoritaria (SQM) foi devidamente isolada e
analisada por CLAE, conforme os parametros descritos nos itens 3.3.4 e 3.3.5
(Figura 4.1).

Pode-se verificar a sobreposicdo do cromatograma da SQM ao

cromatograma da B. forficata sub. pruinosa na Figura 4.2.

A sobreposicdo da SQM com a B. forficata sub. forficata refor¢a ainda
mais as diferengas na composi¢gdo quimica das subespécies ja analisadas no
Capitulo 3 (Figura 4.3).
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Figura 4.1. Cromatograma da substincia quimica majoritaria (SQM) presente em
Bauhinia forficata subespécie pruinosa, a 348 nm.
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Figura 4.2. Cromatograma de Bauhinia forficata subespécie pruinosa, sobreposto com a
substancia quimica majoritaria (SQM) isolada a partir de extrato butandlico de suas
folhas, a 348 nm.
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Figura 4.3. Cromatograma de Bauhinia forficata subespécie forficata sobreposto com a
substancia quimica majoritaria (SQM) isolada a partir de extrato butandlico de Bauhinia
forficata subespécie pruinosa, a 348 nm.

Os UV min. e max. sido respectivamente 267,2 e 348, 1 nm, como citados
anteriormente no item 3.4 dando indicios de se tratar possivelmente de um

canferol glicosilado.

Pela analise do espectro de massas, em anexo (ANEXO 1), verifica-se um
sinal de fragmentagao pertencente a aglicona canferol em torno de 284 associado
a outro em m/z 739 eletrospray negativo, correspondendo a uma massa de 740 e
que por sua vez, pode corresponder aos agucares presentes no composto. Desta
forma, pode-se sugerir que SQM trata-se de um canferol glicosilado. No entanto,
para uma afirmagdo mais precisa a respeito de sua estrutura, exigem-se
espectros de RMN que infelizmente, apresentaram problemas e devem ser
refeitos. Informacdes mais detalhadas sobre os equipamentos utilizados e os
laboratérios onde os experimentos de RMN foram realizados encontram-se no
ANEXO 2.

Até o presente momento, a partir desta analise e de pesquisa na literatura
(MARFAK et al. 2003; MARCH e MIAO, 2004; MARCH et al., 2004
MONTSERRAT et al. 2004), foi proposto para SQM a estrutura do canferol 3 -
robinosideo 7 — rhamnosideo, cuja massa € igual a de SQM e os UV minimo e

maximo sao 2634 e 346,6 nm, respectivamente, muito proximos.
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5 VALIDACAO DE METODO POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE) PARA DETERMINACAO DE SQM

5.1 INTRODUCAO

A validagdo de metodologia analitica esta ligada ao desenvolvimento de
meétodos e permite assegurar que 0 mesmo seja adequado para obter resultados

confiaveis.

Os métodos analiticos podem ser de quatro tipos (ICH,1993), descritos a

seqguir.

e Testes de identificacdo: os quais visam assegurar a identidade do
analito presente na amostra. Geralmente é realizado através de

ensaios comparativos das propriedades da amostra e um padrao.

e Testes para a quantificacdo de impurezas: permitem conhecer as

caracteristicas de pureza da amostra.
e Testes para o controle do limite de impurezas.

e Testes para a quantificacdo da substancia ativa presente em
amostra da substancia pura ou de produtos acabados, ou de

componentes que fazem parte da formulacéo.

Segundo o tipo de método analitico desenvolvido, o analista escolhe quais
parametros especificos devem ser avaliados para assegurar que o mesmo esteja
validado. Estes parametros encontram-se descritos a seguir (USP 28, 2005; ICH,
1996; BRASIL, 2003).

a) Exatidao: mede a proximidade entre o valor de referéncia (aquele aceito

como valor real ou convencional) e o valor encontrado.
Pode ser determinada atraves de:

e analise de misturas elaboradas com componentes do produto
farmacéutico, as quais foram adicionadas quantidades conhecidas

da substancia ativa de interesse;
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e quando nao for possivel adquirir todos os componentes da
formulacdo € admissivel adicionar quantidades conhecidas da
substancia ativa ao produto ou formulagéo original, ou comparar os
resultados obtidos com outro método cuja validade ja tenha sido

comprovada;

e na determinacdo da exatidao deve-se utilizar um minimo de nove
determinagdes de trés concentragdes que estejam dentro da faixa
de linearidade do método. A exatiddo deve expressar-se como
percentagem de recuperagdo da quantidade de substancia ativa
adicionada na amostra ou como a diferencga entre o valor médio e o

valor real, junto com os intervalos de confianca.

b) Preciséo: expressa o grau de acerto entre uma série de medidas
obtidas de mulitiplas medi¢cdes de uma amostra homogénea. A preciséo tem trés
niveis: repetibilidade, precisao intermediaria e reprodutibilidade e se expressa em
termos de variancia, desvio padrao relativo ou coeficiente de variagdo de uma

série de medidas.

A repetibilidade ou precisdo intra-dias se refere a precisdo do método
quando se utilizam as mesmas condicbes operativas, num curto periodo de
tempo. Este parametro se avalia utilizando um minimo de nove (9) determinacdes
com concentrag¢des dentro da faixa de linearidade do método, ou com um minimo

de seis (6) determinagées com 100% da concentragdo esperada da amostra.

A precisdo intermediaria mede as variagdes que podem ocorrer dentro do
laboratorio, tais como dias diferentes de analise, diferentes analistas, diferentes

equipamentos.

A reprodutibilidade expressa a precisao entre laboratérios diferentes e é

testada através de estudos colaborativos.

A Farmacopéia Americana (USP 28, 2005) estabelece a repetibilidade
como o parametro a ser tomado em consideragdo para a analise regular dos

dados, enquanto a reprodutibilidade e a precisao intermediaria precisam ser
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demonstradas quando os meétodos sdo avaliados para a sua inclusdo em

compéndio oficial.

c) Especificidade: indica a capacidade do método de avaliar sem
equivoco o analito de interesse, ainda em presengca de outras substancias
(impurezas, produtos de degradagao, excipientes). Este termo pode relacionar-se
a seletividade, mas este ultimo é reservado para designar métodos que detectam
qualitativamente o analito na presenca de outras substancias (SHARP, 2000; ICH,
1993). A especificidade de métodos de identificacdo se comprova mediante a
comparacgao dos resultados obtidos com amostras do analito e os obtidos com
amostras nas quais nao esta presente o analito. Em métodos cromatograficos a

especificidade é comprovada pela resolu¢gao dos componentes.

d) Limite de quantificagdo: refere-se a quantidade minima de amostra
que pode ser quantificada com a precisdo e exatiddo adequadas; utiliza-se
sobretudo em determinacdo de impurezas e de produtos de degradacgado. Este
parametro € determinado através de calculos matematicos, e € recomendavel
validar, experimentalmente, estes dados mediante andlise de uma quantidade
apropriada de amostras preparadas de modo tal que contenham concentracdes

perto do limite de quantificagdo calculado.

e) Limite de detecgcdo: € a menor quantidade da substancia ativa na
amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Pode

ser determinado através de calculos matematicos.

f) Linearidade: é a capacidade do método de obter resultados que sao
diretamente proporcionais a concentragdo ou quantidade do analito na amostra,
dentro de um intervalo determinado. A linearidade é avaliada mediante andlise da
reta gerada por um grupo de sinais como fungdo da concentragao do analito.
Deve-se utilizar um minimo de concentracdes, e apresentar-se o coeficiente de
correlagao, o intercepto da ordenada, a inclinagédo da linha de regressao e a soma

residual dos quadrados, assim como o grafico obtido e o desvio padrao.

g) Intervalo de linearidade: é a faixa entre a maior e a menor
concentracdo do analito na amostra para a qual € possivel demonstrar que o

método apresenta precisdo, exatiddo e linearidade apropriadas. O intervalo de
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linearidade ¢é estabelecido confirmando se o método apresenta linearidade,
exatidao e precisao ao ser aplicado a analise de amostras com concentragdes

entre 80-120% da substancia ativa presente na formulagéo.

h) Robustez: é a capacidade do método de manter-se inalterado diante de
pequenas variagbes controladas de alguns parametros. Esta qualidade é

indicativo da confianga que se pode esperar do método durante seu uso cotidiano.

A validacdo de meétodos analiticos visa garantir a insercdo da técnica
desenvolvida na rotina de analises laboratoriais assegurando, através do uso de
ferramentas estatisticas e segundo critérios e parametros pré-estabelecidos,
linearidade, exatidao, reprodutibilidade, limites de deteccdo e quantificagao,
especificidade e robustez frente as metodologias analiticas propostas (ICH, 1996;
SWARTZ e KRULL, 1997; FDA, 2001; PAVEI, 2004).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) validar o método analitico empregando SQM como referéncia;

b) verificar se o método demonstra linearidade, repetibilidade, precisao,

exatidao, especificidade e robustez.
5.3 MATERIAIS E METODOS
5.3.1 Preparacao dos extratos
Os extratos foram preparados conforme descrito no item 3.3.2.
5.3.2 Anélise cromatografica
A analise cromatografica seguiu as especificagcdes citadas no item 3.3.4.
5.3.3 Condi¢cdes cromatograficas

As condi¢des cromatograficas foram as mesmas citadas anteriormente no
item 3.3.5.
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5.4 VALIDACAO

Os parémetros utilizados para a validacdo do método por CLAE foram
fundamentados nas normas estabelecidas pela Conferéncia Internacional de
Harmonizagao (ICH, 1996), HONG & SHAH (2000), USP (2005) e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) Resolugao de n. 899 (BRASIL, 2003) e

estao descritos a seguir:

5.4.1 Linearidade
5.4.1.1 Preparacédo da curva padrdo da substancia quimica majoritaria (SQM)

A partir de uma solugdo referéncia (SR) do marcador SQM, na
concentragdo de 1 mg/ml em metanol, foram feitas sucessivas diluicbes obtendo-
se concentragdes tedricas de 10, 30, 60, 120, 250, 350, 500 ug/ml. Para cada
concentracdo foram preparadas trés amostras sendo as analises realizadas em

triplicata.

A linearidade do método proposto foi verificada através da analise das
areas totais do pico de interesse (marcador) utilizando o método dos minimos

quadrados e analise de variancia (ANOVA).
5.4.2 Repetibilidade

Pesou-se exatamente cerca de 1,5 g de matéria-prima vegetal e submeteu-
se a extragdo com 50 ml de solugao etandlica 80%, conforme descrito no item

3.3.2, constituindo-se a solugdo méae (SM).

A verificagdo da repetibilidade apresentada pelo método foi realizada
mediante a analise de nove diluicdes, preparadas a partir da SM, de mesma
concentracao tedrica (5,02 mg/ml) e situada na faixa de concentracdo da curva
padrdo da substancia quimica majoritaria. Os resultados foram expressos como

desvio padréo relativo (DPR %).
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5.4.3 Precisao Intermediaria

Seguindo o procedimento de preparagdo da amostra descrito no item 3.3.2,
foram preparadas e analisadas trés diluicbes, na mesma concentracdo, a partir de
SM para a determinacdo do teor de marcador no extrato, durante cinco dias

consecutivos. A precisao foi expressa através do DPR dos resultados obtidos.
5.4.4 Exatidao

Foi determinada através do teste de recuperagdo de SQM adicionando-se
concentracdes crescentes de marcador a solugao extrativa. Os resultados foram
expressos como percentagem de recuperagcado. Cada diluicdo foi preparada em

triplicata e injetada trés vezes em CLAE.
5.4.5 Especificidade

A especificidade do método foi comprovada pela andlise do cromatograma
por CLAE com detector de fotodiddo pelo fato destas amostras serem

consideradas matrizes complexas.
5.4.6 Limites de detecc¢ao e quantificagéo

Os limites de deteccao e quantificacdo foram calculados matematicamente
a partir da curva padrdao da SQM usando a Equacgdo 5.1 e Equacéo 5.2,

respectivamente.

Equacdo 5.1. Caélculo para determinagéo do limite de detecgéo.

LD =dp. 3.3
i

Equacdao 5.2. Calculo para determinacao do limite de quantificacao.

LQ=dp. 10
i

Onde: dp ou S = desvio padréo do coeficiente linear (intercepto);

i = inclinagdo da curva padréo.
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5.4.7 Robustez

A robustez do método foi testada através de variagbes no gradiente da fase

movel e no fluxo do mesmo em relagdo a determinagao quantitativa de marcador

quimico.

Tabela 5.1. Modificagdo no gradiente para a realizagdo do teste de robustez no método

de CLAE*.
Tempo (min) Fluxo (ml/min) Fase A (%) Fase B (%)
0,00 0,8 100 0
10,0 0,8 70 30
13,0 0,8 0 100

*Gradiente original verificar Tabela 3.2

Tabela 5.2. Modificagao no fluxo para a realizagéo do teste de robustez no método de

CLAE*.
Tempo (min FaseB (%
0,00 0.7 100 0
10,0 0,7 59 41
13,0 0,7 0 100

*Fluxo original = 0,8, conforme Tabela 3.1




5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 5.3 sdo mostradas as areas absolutas dos picos de SQM

obtidos para a construgao da curva padrao para o método por CLAE.

Tabela 5.3. Areas absolutas dos picos do marcador SQM de Bauhinia forficata
subespécie pruinosa, obtidas a partir de injegdes em CLAE.

Concentragéo (ug/ml) * | Area (mV.s) média + d.p. DPR %
10 55453,5 + 614,47 1,11
30 116101,5 + 1059,95 0,91
60 228733 + 5002,07 2,18
120 460704,5 + 5534,52 1,20
250 926623 + 2469,22 0,26
350 1227307 + 17594,23 1,43
500 1714841,5 £ 70989,98 4,13

* todas as determinagdes foram feitas em triplicata.

A equagao da reta calculada pelo método dos minimos quadrados esta

demonstrada na Equacao 5.3.

Equacdo 5.3. Equacgdo da reta calculada pelo método dos minimos quadrados para
SQM.

x =y -19333, 40
3443132,69

Onde: x = concentragdo do marcador em mg/ml

y = média das areas obtidas a partir de 3 inje¢bes consecutivas

Esta equacéao é utilizada para quantificacdo de SQM nas amostras e para
auxiliar na validagao do método proposto. O coeficiente de determinacao linear é
r’= 0,9986 (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Representacao grafica da reta e coeficiente de correlagdo para SQM.
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Os resultados da analise de variancia (ANOVA) sdo mostrados na Tabela
5.4 e os resultados da andlise de regressao linear da curva do SQM, na Tabela
5.5.

Tabela 5.4. Analise de variancia dos resultados obtidos para determinacdo da equacao
da reta e coeficiente de correlagdo de SQM.

ANOVA

F de
G/ SQ MQ F significagdo
Regressao 2,38747x10™ | 2,38747x10"* | 3476,095139* 6,61

Residuo 3434129719
Total 2,39091x10"

* significativo p < 0,05; G I= grau de liberdade; SQ = soma dos quadrados das médias; MQ =
média quadrada da soma dos quadrados.

686825943,9

A partir dos resultados demonstrados na Tabela 5.4, de ANOVA, obtida da
curva padrao de SQM, constata-se pelo valor de F que a regressado apresenta-se
linear e com inclinacdo igual a 1, assegurando que com o aumento das
concentracdées do analito tem-se uma resposta crescente e proporcional nas

areas encontradas.
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Tabela 5.5. Resultados da analise de regressdo da SQM.

Parametros Valorp

Interseccéo (a) | 19333,40 14901,27 | -18971,46 | 57638,26 0,2512
Inclinagdo (b) | 3443132,69 | 58399,34 |3293012,66 |3593252,73| 2,65605x10®

LC: limite de confianga; gl: n-2

Analisando a Tabela 5.5 que dispde os resultados da analise de regressao
de SQM, pode-se inferir a auséncia de erro sistematico em fungéo dos limites de
confianga da curva conterem o zero. Os coeficientes presentes nesta tabela

constituem a equacao obtida para SQM.

Concomitantemente, a linearidade foi avaliada na solugao extrativa a fim de
confirmar a inexisténcia de substancias que viessem a interferir no sinal principal
quando presentes em uma matriz complexa. A partir deste ensaio, verificou-se a
manutencédo da integridade do pico referente a substéncia quimica majoritaria,
SQM, sendo obtida a curva com coeficiente de regressao satisfatério (r*= 0,9857),

representada na Equacéo 5.4.

Equacéo 5.4. Equacdo da reta calculada pelo método dos minimos quadrados para a
solucao extrativa de Bauhinia forficata subespécie pruinosa.

x=y+ 13745477
4710,88

Onde: x = concentrag&o do marcador em mg/ml

y = média das areas obtidas a partir de 3 inje¢ées consecutivas

A precisdo do meétodo foi avaliada mediante a determinagdo dos
parametros repetibilidade e precisdo intermediaria da solucédo extrativa. O desvio
padrao foi determinado e analisado através da medida das areas de SQM
presente na amostra, de um total de 10 inje¢des e esta apresentado na Tabela
5.6.
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Tabela 5.6. Resultados da avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria da
solugao extrativa de Bauhinia forficata subespécie pruinosa por CLAE.

Repetibilidade; Precisdo Intermediéria;
media* + d.p. (DPR% media* + d.p. (DPR%

Sol. extrativa 558677,1 + 4748,2 (0,85) 556304,2 + 3043,2 (0,55)

* o0s valores médios (n=10) correspondem a area de marcador em mV.s.

Analisando-se os resultados pode-se dizer que o método demonstra

repetibilidade e precisdao em suas analises.

Os resultados obtidos apds a realizacdo dos testes de exatiddo foram
submetidos a Equacdo 5.5 que expressa o percentual de recuperagdo do

marcador quimico adicionado as solu¢des de referéncia (SR).

Equacédo 5.5. Calculo utilizado para determinagdo do percentual de recuperagdo do
marcador quimico, SQM.

CF__CAH

R%:[( -100

P

Onde: Cr = concentracdo do extrato adicionado de subst. referéncia (mg/ml);
Ca = concentragdo do extrato determinado neste método (mg/ml);
Cp = concentragdo da solugdo padrdo adicionada (mg/ml).

O método por CLAE mostrou ser exato quanto ao teor de SQM recuperado
exibindo um valor médio de 96,4% para a analise realizada com Bauhinia forficata
(Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Resultados da anadlise de exatiddo em CLAE para a amostra de Bauhinia
forficata subespécie pruinosa.

Concentracao
Amostras* | Adicionada | Recuperada | Recuperacéo (%) | Média (%)
Smg/ml! Smg/ml!
SR 1 0,039 0,037 94,4
SR 2 0,027 0,026 94,8 96,4
SR 3 0,012 0,012 99,9

*n=3

O cromatograma da amostra para a andlise de especificidade é

apresentado na Figura 5.5 com os respectivos espectros de UV de SQM.
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Avaliando-se cuidadosamente o pico referente ao marcador encontrado no
cromatograma da especificidade, pode-se considerar o método proposto
especifico, pois em todas as faixas analisadas o pico majoritario, SQM, né&o

apresentou variacdo nos seu maximo de absorvancia indicada no CLAE/PDA.
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Figura 5.5. Cromatograma comprovando a especificidade do método em relagdo ao
composto majoritario (SQM).

O limite de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ) obtidos para SQM foram de
14,28 ug/ml e 43,28 pg/ml. No entanto, observa-se que tanto LD quanto LQ estédo
inseridos nos valores utilizados para a construcdo da curva do marcador, todavia,
tal fato ndo comprometeu os valores de DPR% obtidos indicando que o método

cromatografico utilizado apresenta boa sensibilidade.
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Os resultados dos testes de robustez do método constam na Tabela 5.8.

Tabela 5.8. Avaliacdo do parametro de robustez para extratos de Bauhinia forficata
subespécie pruinosa.

Parametro Tempo de Retengdo (min.)
Alteracdo de Gradiente 6,231
Alteracdo de Fluxo 7,622

Em relacdo ao teste de robustez, as mudangas estabelecidas nao

alteraram significativamente o cromatograma, observando-se somente ligeira
alteracao no tempo de retengao do marcador quimico, permanecendo, os teores
do mesmo, semelhantes aos encontrados para as analises de precisdo. Assim, é
possivel afirmar que o método desenvolvido € capaz de suportar mudangas no

gradiente e no fluxo da fase movel.

Ao findar-se a analise de todos os parametros propostos para a validagao
do método para a quantificagdo da substéncia quimica majoritaria, SQM, de
Bauhinia forficata subespécie pruinosa, pode-se inferir que 0 método em questao

esta validado, garantindo confiabilidade aos resultados obtidos.
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6 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE QUIMICA
6.1 INTRODUCAO

Um importante pré-requisito para a qualidade de um medicamento é a
garantia de sua qualidade durante a sua vida util. Estabilidade é definida como
sendo a manutengao da qualidade e integridade até o fim da vida util estabelecida

para determinado medicamento (FEIDEN, 1994).

Drogas de origem vegetal e preparacdes de origem vegetal obedecem aos
mesmos regulamentos oficiais que regem os medicamentos quimicos definidos
como substancias que respeitam qualidade, eficacia e seguranca (LOWEN et al.,
1999). No entanto, na maioria das monografias ndo sao relatados estudos de
estabilidade para os compostos farmacologicamente ativos ou marcadores
quimicos das mesmas. Por esta razdo, torna-se cada vez mais imprescindivel se
obter informacgdes sobre a estabilidade destes componentes (BILIA et al. 2001 e
2002; HEIGL e FRANZ, 2003). De qualquer forma, se os constituintes com
atividade terapéutica ndo sdo conhecidos, um limite de variagao + 10 % do valor
do ensaio inicial € aceito (NUDELMAN, 1976; LACHMAN et al., 2001; HEIGL &
FRANZ, 2003) e 5% para condicbes aceleradas de estabilidade, segundo a
Resolugéo n. 398 da ANVISA (BRASIL, 2004b; WHO, 1996).

O teste de estabilidade tem como finalidade avaliar o comportamento dos
farmacos ou medicamentos que se alteram com o tempo, por influéncia de uma
variedade de fatores ambientais, tais como: a temperatura, a umidade e a luz.
Além disso, pretende estabelecer um periodo de contraprova ou a vida util para

os medicamentos e condigdes de armazenamento recomendadas.

Os estudos de estabilidade acelerada s&o destinados a aumentar a
velocidade de degradacédo quimica e modificagdo fisica de uma substancia e/ou
alteracbes de caracteristicas de forma farmacéutica, usando condi¢cdes forgcadas
de armazenamento, com o propésito de monitorar as reagdes de degradacgao e
prever o prazo de validade nas condigbes normais de armazenamento. Os dados
assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa duragéo,
podem ser usados para avaliar efeitos quimicos prolongados em condi¢ées nao

aceleradas e para avaliar o impacto de curtas exposi¢cdes a situagdes fora
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daquelas estabelecidas no rotulo do produto, que podem ocorrer durante o

transporte.

Os ensaios de estabilidade acelerada permitem estabelecer um periodo de
vida util provisério. Os mesmos devem ser complementados com estudos de
longa duracgao, realizados nas condi¢gdes de armazenamento determinadas para o
medicamento. Estudos de estabilidade de longa duragédo, por sua vez, sdo
validagbes dos experimentos em relagdo as caracteristicas fisicas, quimicas e

bioldégicas do medicamento, durante e depois do prazo de validade.

A necessidade de se realizar testes de estabilidade surge no momento em
que o empirismo verificado até entao foi, na sua maioria, substituido por principios
mais cientificos na avaliagado da estabilidade baseando-se em principios fisicos e
quimicos mais apropriados para caracterizar o envelhecimento de um

medicamento.

O plano de estudo de estabilidade deve contemplar avaliagdes fisicas,
quimicas, fisico-quimicas e microbioldgicas, quando for o caso. Deve-se avaliar
também a presenca ou formacgao qualitativa e quantitativa de subprodutos e/ou
produtos de degradagao utilizando metodologia adequada e validada. Estudos
adicionais, tais como: fotoestabilidade e outros que se fagam pertinentes de
acordo com as propriedades do produto em questdo, poderdo ser necessarias

para a comprovacgao da estabilidade de produtos farmacéuticos (BRASIL 2004b).

De fato, a aplicagdo de alguns principios fisico-quimicos no
desenvolvimento de estudos de estabilidade tem provado ser muito vantajosa no
desenvolvimento de formas farmacéuticas estaveis. Sé através do uso desta
metodologia é possivel extrapolar os resultados obtidos a partir das condi¢des de
armazenamento exageradas com o intuito de prever a estabilidade para periodos

de tempo prolongado de armazenamento em prateleira.

As reacbes de degradacdo nos medicamentos ocorrem a velocidades
definidas e sdo de natureza quimica, podendo ser aceleradas pelo aumento, por
exemplo, da temperatura (NUDELMAN, 1976). Estas reagbes dependem de
varias condigdes, tais como, a concentragao dos reagentes, da temperatura, do

pH, da radiacdo ou da presenca de catalisadores, além de estarem relacionados,
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muitas vezes, ao proprio produto como as propriedades fisico-quimicas de
substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composicao, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de
embalagem (LACHMAN et al., 2001; BRASIL, 2004b).

A maioria dos métodos de estudo de estabilidade acelerada fundamentam-
se na medida da velocidade de degradagcdo a temperaturas superiores que a
normal, para logo fazer inferéncias do que aconteceria a temperatura ambiente.
Estdo embasados em principios fisico-quimicos e para tanto se torna necessario
conhecimentos basicos em cinética quimica a fim de poder interpretar os
resultados (NUDELMAN, 1976).

A avaliagao da estabilidade de cada forma farmacéutica que esta disponivel
no mercado é necessaria a fim de assegurar a identidade, efetividade, poténcia,
seguranga e pureza do medicamento até o momento de seu uso. Esta
perfeitamente estabelecido que durante o periodo de vida util de um medicamento
devem conservar-se, em geral, uma concentragcdo de droga ativa nao inferior a
90%, a eficacia terapéutica, a seguranga, as caracteristicas farmacotécnicas e os
caracteres organolépticos (NUDELMAN, 1976).

Os fatores que podem alterar um produto com o tempo sao: temperatura,
radiagbes, umidade, oxigénio ou outros gases atmosféricos, presséo, solventes,
variacbes de pH, interagdes, contaminagdo microbiana, etc. Todos os métodos

para estudar a estabilidade devem levar em conta estes fatores.

Atualmente, uma das exigéncias para o registro de medicamentos
fitoterapicos € o prazo de validade dos mesmos, onde devem constar resultados
do estudo de estabilidade acelerada acompanhados dos estudos de estabilidade

de longa-duragao em andamento ou ja concluidos (BRASIL, 2004a).

O teste de estabilidade foi projetado exatamente para que se possa obter
informagdes sobre a estabilidade de produtos farmacéuticos visando definir seu
prazo de validade e periodo de utilizagdo em embalagem e condicbes de

armazenamento especificadas.
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A zona climatica € um dos fatores que deve ser observado no momento de
se realizar o teste de estabilidade, pois o tempo de conservagcdo de um farmaco
deve ser estabelecido levando-se em consideragédo a regido em que um produto
encontra-se disponivel para a comercializagcdo (WHO, 1996). Quatro diferentes
zonas climaticas sao especificadas pela Organizacdo Mundial da Saude e estao
descritas na Tabela 6.1 (WHO, 1996). Entende-se por zona climatica o espago ou
zona geograficamente delimitada de acordo com os critérios de temperatura e
umidade aplicavel quando da realizacdo de estudos de estabilidade. O Brasil
situa-se na Zona Climatica IV (quente/umida) (BRASIL, 2004b).

Tabela 6.1. Quadro de definicdo das zonas climaticas definidas pela Organizagéo
Mundial da Saude (WHO, 1996).

Zona Descricao Temperatura| Umidade Relativa (U.R.)
Zona | Clima Temperado | 21 °C+2°C 45% + 5%
Zona ll Mediterraneo 25°C+2°C 60% + 5%
Zona lll Quente e Seco 30°C+2°C 35% + 5%
Zona IV Quente e Umido | 30 °C +2 °C 70% + 5%

Os testes para o estudo de estabilidade acelerada devem ser conduzidos
para a zona IV nas condigdes de temperatura de 40 °C + 2 °C e 75% % 5% de
umidade relativa (U.R.) em 6 meses e como alternativa 50 °C £ 2 °C e 90% * 5%
em 3 meses (BRASIL, 2004b).

Para que se possa realizar estudos de estabilidade acelerada em uma
droga vegetal, antes de mais nada, é necessario a identificagdo de um marcador.
Os flavondides, grupo de compostos vegetais largamente distribuido e presente
em B. forficata, € conhecido pela sua diversidade fisiologica e suas atividades
farmacoldgicas. O interesse neste grupo de substancias tem crescido nos ultimos
anos. Entretanto, poucos estudos de estabilidade sobre este importante grupo de

compostos naturais s&o encontrados na literatura.

B. forficata ¢ uma planta bastante utilizada popularmente e vendida
deliberadamente em estabelecimentos diversos. Portanto, torna-se cada vez mais
necessaria uma analise mais precisa relacionada aos seus constituintes quimicos

e, principalmente, a estabilidade dos mesmos.



6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a estabilidade quimica acelerada de Bauhinia forficata

subespécie pruinosa;

b) Analisar fisico-quimicamente os resultados, determinando a ordem da
reacao, a velocidade de degradacéo (k), o tempo em que a concentracdo de SQM

€ 90% do inicial (t 90%) € 0 tempo de meia vida (t12).
6.3 MATERIAIS E METODO
6.3.1 Estudo de estabilidade acelerada

Foram submetidas a analise, em triplicata, cerca de 10 g de folhas de B.
forficata dispostas em embalagens de papel. As condi¢cdes preconizadas para
este tipo de estudo, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA
- na Resolugdo de n. 398 do ano de 2004 (BRASIL, 2004b), sdo temperatura de
50 °C + 2 °C e 90% + 5% de umidade relativa, avaliando-se os pontos PO, P1, P2
e P3, respectivamente, inicial, 30, 60 e 90 dias em camara climatica (NOVA
ETICA, MODELO 420 LCD).

6.3.2 Doseamento

Injetando-se as respectivas amostras de cada ponto em CLAE, foi possivel
verificar se houve ou ndo degradagdo do marcador quimico com o surgimento de
outros compostos antes ndo observados pela quantificacdo de SQM e posterior
analise fisico-quimica. Os extratos foram todos devidamente preparados e

analisados conforme descrito no Capitulo 3.

6.3.3 Célculos da velocidade de degradacéao (k), dos tempos de vida util

(toos) € meia-vida (t)

Com base na analise dos coeficientes de correlacdo, calculados através de
regressao linear dos dados obtidos para o tratamento, € possivel se identificar se
a reagao é de zero, primeira ou segunda ordem. Por conseguinte, torna-se viavel
calcular a velocidade de degradacao (k) e os tempos de vida util (tgos,) € meia-vida

(t12). As equacgdes utilizadas para os devidos calculos estdo descritas a seguir e
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referem-se a uma reacdo de segunda ordem e foram extraidas de NUDELMAN
(1976).

Equacéo 6.6. Equacéo utilizada para o calculo da velocidade de degradagédo de uma
reacao de segunda ordem.

K = 1/t (1/C — 1/Co)

Onde: Co = Concentracéo inicial da substéancia ativa
C = Concentragéo da substéncia ativa no tempo “t”
k = Constante de velocidade de reagcdo
t = tempo, em dias

Equacgéo 6.7. Equacéo utilizada para o calculo do tempo de vida util (tgos) de SQM de
uma reacgao de segunda ordem.

togo, = 1/(9kCO)

Equacéo 6.8. Equacéo utilizada para o célculo do tempo de meia-vida (t12) de SQM de
uma reagao de segunda ordem.

t1p = 1/k.Co

6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de B. forficata sub. pruinosa foram analisadas de acordo com
as condigdes preconizadas pela Resolugédo n. 398 (BRASIL, 2004b) para estudos
de estabilidade acelerada para concessao de prazo de validade provisério (50 °C
+2°Ce90% = 5% U.R.).

Todas as amostras submetidas as variagcdes de temperatura e umidade
apresentaram modificagcdes de coloragao, passando de verde a marrom e, o odor

que era levemente acre, acentuou-se significativamente.

Os resultados da quantificagdo da analise de marcador no extrato das

amostras submetidas ao estudo de estabilidade, utilizando-se metodologia
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validade por CLAE, encontram-se descritos na Tabela 6.2. Os fatores de diluigao
utilizados para o calculo do teor de marcador foi igual a 6 para o PO, ja para as
amostras relativas aos pontos 1, 2 e 3 de B. forficata este valor foi de 3 pelo fato
dos valores das areas obtidas inicialmente nado fazerem parte da faixa linear

obtida com a curva de linearidade.

Tabela 6.2. Analise de estabilidade acelerada para Bauhinia forficata subespécie
pruinosa.

Concentracao de SQM 0
Amostras (Mg%) + d.p.* DPR %
PO 3,22 + 0,037 1,15
P1 1,28 + 0,009** 0,70
P2 0,76 £ 0,011** 1,46
P3 0,67 + 0,009** 1,44

* Para cada ponto da analise foram tomadas trés amostras e feitas trés determinagées para cada, totalizando
9 determinacdes.
** Diluicao diferenciada, fator de diluigéo = 3.
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Figura 6.1. Perfil de decaimento do teor percentual de SQM obtido a partir das analises
cromatograficas das amostras provenientes do estudo de estabilidade para Bauhinia
forficata subespécie pruinosa.

Os resultados apresentados na Tabela 6.2 bem como a visualizagdo da
Figura 6.1 denotam o decaimento no teor de marcador, SQM, presente em B.

forficata com o0 aumento do periodo de permanéncia na camara climatica.

Ao calcular-se os percentuais médios de degradagao do teor do marcador,
em funcdo das condicbes propostas de temperatura e umidade, foi possivel

constatar uma abrupta reducado de 60,25% nos niveis do marcador apds os



primeiros 30 dias de analise. E apds 60 dias, a redugéo atingiu valores de 76,4%.
No final do tempo de tratamento, a redugdo maxima percentual foi de 79,8% em

relagao ao PO.

No momento em que todos os picos passiveis de analise foram
devidamente integrados nos respectivos cromatogramas referentes aos pontos
zero, 30, 60 e 90 dias, pode-se notar que todos apresentaram seus valores de
area meédia alterados. Os picos sofreram decaimento gradual com o aumento da

permanéncia na camara climatica (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Cromatograma demonstrando o decaimento sistematico dos compostos
presentes em Bauhinia forficata subespécie pruinosa no decorrer da analise de
estabilidade.

Ao verificar os resultados da hidrélise acida, realizada no Capitulo 3,
Figura 3.8, pode-se observar claramente o surgimento de dois novos picos, que
por sua vez correspondem, de acordo com os UV maximos apresentados, a
quercetina (370,6 nm) e ao canferol (365,8 nm) portanto, era de se esperar que

ocorresse o0 mesmo durante o estudo da estabilidade acelerada.

No entanto, ao analisar o cromatograma verifica-se que mesmo com a
reducdo gradual na concentragdo dos compostos nenhum pico é formado a partir
da linha de base. Tal fenbmeno poderia ser explicado pelo fato de tratar-se de um
produto de origem vegetal onde outros metabdlitos, possivelmente nao

detectados por CLAE, estariam envolvidos.
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A Tabela 6.3 apresenta os valores médios dos dados obtidos
experimentalmente para as amostras submetidas ao estudo de estabilidade
acelerada considerando-se diferentes ordens de reagéo.

Tabela 6.3. Valores experimentais obtidos no estudo de estabilidade acelerada de
Bauhinia forficata subespécie pruinosa, considerando-se diferentes ordens de reacgao.

Te(;np Reacéo de ordem zero | Reacdo de primeira | Reacdo de segunda
dias) Teor de SQM (mg/m1)® ordem log C® ordem 1/C®

0 3,22 0,5083 0,3102

30 1,28 0,1091 0,7778

60 0,76 -0,1192 1,3160

90 0,67 -0,1767 1,4848

?
coeficiente de correlagédo (r) = -0,887152

@ coeficiente de correlago (r) = -0,946229

@ coeficiente de correlagao (r) = 0,981153

Ordem zero

y =-0,0273x + 2,7119
r=-0.887152

Teor de marcador
guimico (mg/ml)

0 30 60 90 120

Tempo de tratamento (dias)

Figura 6.3 Representagao grafica, de ordem zero, da curva de degradacao térmica de
SQM.
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Figura 6.4 Representagao grafica, de primeira ordem, da curva de degradacao térmica
de SQM.
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Segunda ordem

y =0,01313x + 0,3629
r=0,981153

—
anN

o
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guimico (1/C)

o

Figura 6.5 Representacao grafica, de segunda ordem, da curva de degradagao térmica
de SQM.

Com base na analise dos coeficientes de correlagao, calculados através de
regressao linear dos dados obtidos para o tratamento apresentado na Tabela 6.3
foi possivel a determinagdo da respectiva ordem de reacdo. Os valores foram

indicativos de uma reacéo de segunda ordem, com um r = 0,981153.

A constante da velocidade de degradagao (k) apresentou o valor de
0,01313 dias™. A equacdo utilizada para a obtencdo deste dado esta indicada

segundo a Equacéao 6.6.

A partir do valor de velocidade de degradacao e do conhecimento da
respectiva ordem de reagao, calculou-se o tempo de vida util (tgo,) € 0 tempo de
meia-vida (t12) de SQM de B. forficata. Os valores encontrados foram 2,63 dias e
23,65 dias, respectivamente. As formulas utilizadas para a obtencao destes dados

estdo indicadas segundo as Equacgdes 6.7 e 6.8.
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7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
7.1 INTRODUCAO

O oxigénio é o elemento mais abundante na biosfera e as oxidagdes
bioldgicas realizadas através do oxigénio molecular representam a principal fonte
de energia utilizada pela grande maioria de plantas e animais (WILHELM et al.,
2001). Os radicais formados a partir destas oxidagdes s&do conhecidos
globalmente como espécies reativas de oxigénio e entre eles encontram-se os
radicais livres de oxigénio (BOVERIS et al., 2000). A toxidade associada ao
consumo de oxigénio poderia ser resumida como decorréncia do determinismo,
vinculado a segunda lei da termodindmica, no qual a vida (organizagao) € mantida
as custas do gasto de energia, em ultima analise, do seu poder redutor, enquanto
que a morte (desorganizagao) constituiria os processos de oxidagdo (HENDRY e
CRAWFORD, 1994).

Por consequéncia, as plantas, ao longo do tempo evolutivo, assim como
também os organismos animais, foram dotados de distintas defesas
antioxidantes, para compensar os efeitos deletérios associados a constante
formacgdo de radicais livres oriundas da presenca e utilizagcdo do oxigénio nos
seus tecidos (WILHELM et al., 2001).

O uso terapéutico de plantas parece ser tdo antigo quanto a propria
espécie humana. Entretanto, o conhecimento das propriedades antioxidantes é
relativamente recente. Nas duas Ultimas décadas observou-se um enorme
crescimento da investigacao cientifica desta atividade, envolvendo desde o efeito
de extratos brutos, de fracdes ou de componentes isolados e/ou modificados. Os
antioxidantes vegetais s&o de natureza muito variada, mas, indubitavelmente, os

flavondides constituem o grupo mais representativo (WILHELM et al., 2001).

Os flavondides protegem os constituintes alimentares contra danos
oxidativos, podendo também contribuir para a prevencdo de importantes
patologias, como doengas cardiovasculares, envelhecimento, canceres, e outras.
Existem varios relatos de que os flavondides exibem uma grande variedade de
efeitos biolégicos (WILHELM et al., 2001).
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Considerando-se que os principais constituintes quimicos presentes em
Bauhinia forficata sao os flavonoides, associando-se tal dado a estudos realizados
em outras espécies de Bauhinia e na prépria B. forficata (item 2.3.1), tornou-se
bastante interessante que a avaliacdo da atividade antioxidante de seus

diferentes extratos.
7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a atividade antioxidante de Bauhinia forficata sub. pruinosa

pelo método fotocolorimétrico do DPPH,;
b) Testar o potencial antioxidante de diferentes extratos de B. forficata.
7.3 MATERIAIS E METODOS

Todo o procedimento foi realizado de acordo com a técnica descrita por
MENSOR e colaboradores (2001). Os reagentes utilizados foram de grau
analitico, obtidos da Merck. A atividade antioxidante dos extratos de B. forficata foi
determinada através do método de doseamento fotocolorimétrico do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil-hidrato (DPPH), em processo guiado pela redugdo e
descoloragao deste em solugado alcodlica na presenga de agentes antioxidantes.
Como substancia controle foi utilizado padrao de rutina (Merck) e o experimento
foi todo desenvolvido em colaboracdo com o Prof. Dr. Fabio Menezes do
Departamento de Produtos Naturais e Alimentos da Faculdade de Farmacia da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Os extratos de B. forficata sub. pruinosa foram obtidos de maneiras
distintas, sendo o etandlico, segundo o método descrito no Capitulo 3 e o extrato
butandlico, conforme descrito no Capitulo 4. O extrato aquoso, por sua vez, foi
obtido através de maceragdo, com ultra-turrax (5 minutos), de 250 mg de planta
pulverizada em agua, filtrado a vacuo e liofilizado para a obtengcdo de uma
amostra isenta de agua (liofilizador SAVANT MICROMODULYO).

Preparou-se solucdo amostra a partir dos diferentes extratos de Bauhinia
forficata na concentracdo de 1 mg/ml. Em seguida, dilui-se em etanol (MERCK;

grau de pureza p.a.) nas concentragodes: 5, 10, 25, 50, 125, e 250 ug/ml.
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Preparou-se, em paralelo, uma solugdo de DPPH 0,3 mM em etanol.
Adicionou-se 1ml da solugdo de DPPH em 2,5 ml das diferentes concentracdes

da solugdo amostra. Deixou-se reagir em temperatura ambiente por 30 minutos.

Utilizou-se 1,0 ml de etanol mais 2,5 ml de solucido amostra como branco e
solugao de DPPH (1,0 ml; 0,3mM) mais 2,5 ml de etanol como controle negativo.
Os controles positivos foram as solugbes padrdo de Ginkgo biloba e rutina
preparadas usando o mesmo procedimento de diluigdo utilizado para as

amostras. A rutina foi solubilizada em metanol (MERCK; grau de pureza p.a.).

Apds, foi possivel verificar as medidas de absorvancia em 518 nm,
convertendo-se tais valores em percentual de atividade antioxidante (AA) usando

a formula descrita na Equagéo 7.1.

Equacéo 7.1. Férmula para a conversido da medida em absorvancia em percentual de
atividade antioxidante.

AA% = 100 — {[(AAM — AAB) x 100] / AC}

Onde: AAM = Absorvancia da amostra;
AAB = Absorvancia do branco;
AC = Absorvancia do controle.

A concentragdo efetiva para se obter 50% do maximo da atividade
estimada em 100% ¢é dita CEsp, sendo calculada por regresséo linear das curvas
construidas das concentracdes dos extratos testados, onde a abscissa (x)
representa a concentragédo do extrato vegetal testado e a ordenada (y) € a média

de 3 analises do percentual de atividade antioxidante.
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7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios mostraram as seguintes atividades antioxidantes: CEsy de
54,73 pl/ml para o extrato butandlico, CEsy, de 283,9 ug/ml para o extrato aquoso
e CEs5p de 308,1 pg/ml para o extrato etandlico, enquanto a CEsp para o extrato de
Ginkgo biloba é de 42,51 ul/ml e para o padréao rutina é 14,16 ul/ml. O percentual
da atividade antioxidante e o desvio padrdo percentual de cada extrato de B.
forficata estda demonstrado na Tabela 7.1. E a representagéo grafica dos mesmos

pode ser verificada na Figura 7.1.

Tabela 7.1. Percentual de atividade antioxidante demonstrado pelos extratos butandlico,
etandlico e aquoso de Bauhinia forficata subespécie pruinosa.

Concentracao do Atividade Antioxidante* + DP (%) de B. forficata
extrato (ug/ml) Extrato butandélico | Extrato aquoso | Extrato etandlico

5 4,13+ 1,36 1,31+£0,24 1,5+0,55

10 7,52 0,24 1,82+ 0,09 29+0,22

25 19,16 + 0,53 5,13+ 0,68 4,64 + 0,25

50 36,61 +0,43 6,98 + 0,45 8,45+ 0,28

125 80,06 + 0,33 20,40 + 0,52 20,75+ 0,41

250 89,66 + 0,18 449 + 0,45 40,79+ 0,43

* Média para trés determinagdes.
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Figura 7.1. Representagao grafica da atividade antioxidante apresentada pelos extratos
de Bauhinia forficata subespécie pruinosa testados pelo método do DPPH.
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Analisando-se a Tabela 7.1 e a Figura 7.2, verifica-se que os extratos
butandlico, aquoso e etandlico demonstraram possuir alguma atividade
antioxidante, sendo o extrato butandlico o que mais se aproxima do extrato de
Ginkgo biloba, considerado padrdao para este ensaio. O extrato aquoso

demonstrou ser superior ao etandlico.

Segundo MENSOR e colaboradores (2001), o liquido extrator influencia o
potencial antioxidante do extrato originado, onde aqueles de maior polaridade tém

demonstrado possuir maior atividade antioxidante.

DPPH é um radical livre, estavel a temperatura ambiente, que produz uma
solugdo violeta em etanol. Sua reducdo ocorre na presenca de moléculas
antioxidantes, tornando-se uma solugao descolorida. O uso de DPPH proporciona
uma forma rapida e facil de se avaliar o potencial antioxidante (MENSOR et al.,
2001).

A interacao do potencial antioxidante com DPPH depende da conformagao
estrutural. O numero de moléculas de DPPH que sao reduzidas parece estar
correlacionado com o numero de hidroxilas livres (BRAND — WILLIANS et al.,
1995). Pode-se inferir que o radical livre DPPH extrai o hidrogénio fendlico da
molécula doadora de elétrons e este, por sua vez, pode ser o mecanismo geral de

alimentagao dos flavonodides antiperoxidantes, por exemplo (RATTY et al., 1988).

Considerando-se o mecanismo de reducdo da molécula de DPPH
extensivamente descrito na literatura (TOUVAY et al., 1986; TAKAO et al., 1994;
NANJO, et al., 1996; COTELLE et al., 1996; SREEJAYAN e RAO, 1996; BASNET
et al, 1997; BURMISTROV et al, 1997; FAUCONNEAU et al, 1997;
KOROUNAKIS, et al.,, 1997; TSENG et al., 1997), que se correlaciona com a
presenca de grupos hidroxila presentes na molécula antioxidante, pode-se inferir
que a atividade apresentada pelo extrato mais polar € provavelmente devida a
presenga de substancias com hidroxilas livres (fendlicas ou ndo). Essa exigéncia
estrutural pode estar vinculada a presencga de flavondides, que ocorrem, entre

outras, em plantas pertencentes a familia Leguminosae e na espécie Bauhinia.
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De fato, substancias como os flavondides ja tém sido estudadas como
antioxidantes e demonstrado possuir potencial atividade (GORDON, 1996;
RAPTA et al., 1995; YOKOZAWA et al., 1997; MARFAK et al., 2003).

A atividade antioxidante apresentada pelos extratos de B. forficata é
satisfatoria, porém, nao superior a de Ginkgo biloba denotando a presenca de

sequestradores de radicais livres, como os flavondides, conhecidos antioxidantes.
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8 DETERMINA(;AO DA ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENCIA IN VIVO
8.1 Introducéo

Os flavondides tém sido amplamente estudados por possuirem atividade
antiinflamatoéria e antiedematogénica (MASCOLO et al., 1988; EMIM et al., 1994;
RECIO et al.,, 1995; PELZER et al.,, 1998; HARBONE e WILLIANS, 2000). Ao
considerar-se que um dos principais efeitos adversos dos antiinflamatérios nao-
esterdides é o desenvolvimento de problemas gastrintestinais, principalmente na
ulcerogénese, decorrente da inibicdo da enzima cicloxigenase-1 e o crescente
interesse da populacdo mundial em terapias alternativas e possivelmente menos
agressivas, aprofundar os estudos a fim de comprovar atividades empiricas

relacionadas aos flavonoides tornou-se fundamental.

O processo inflamatério, apesar de ser um fenbmeno complexo,
caracteriza-se fundamentalmente por manifestar-se de maneira estereotipada.
Trata-se de uma cadeia complexa de eventos, os quais representam respostas de
defesa do organismo contra as injurias. Dependendo da intensidade e do tempo
de duracéo, a reacao inflamatdria pode nao ocorrer como evento meramente local
e, além de estar ajustada a intensidade e persisténcia do estimulo nocivo, é
passivel de ser influenciada por mecanismos gerais de defesa, que podem ser
alterados por circunstancias que afetam o organismo como um todo
(SCHAPOVAL, 1974; GARCIA LEME, 1981).

A atividade dos flavonodides pode ser explicada por diversos mecanismos
de acgao, entre eles a inibicao da cicloxigenase (COX). Para MORONEY e
colaboboradores (1988) alguns flavonoides inibem seletivamente a enzima 5-
lipoxigenase, envolvida na formagdo dos leucotrienos a partir do acido
araquidoénico. Substancias derivadas do canferol atuam inibindo as COX e 5-
lipoxigenase concomitantemente (SERTIE et al., 1990). Outro possivel
mecanismo de acgdo ¢é a inibigdo da sintese das prostaglandinas PGE2 e PGE2a e
a propria atividade antioxidante (GARG et al., 2001).

Popularmente, atividades analgésica, antiedematogénica e antiinflamatdéria

bem como antioxidante (discutida no Capitulo 7) sao relacionadas as Bauhinias,
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possivelmente, por serem, justamente, os flavondides os seus principais

constituintes quimicos.

MEYRE-SILVA e colaboradores (2001) realizaram estudos com Bauhinia
microstachya a fim de verificar sua atividade analgésica. Estes autores testaram
seu extrato metandlico e flavonodides isolados da prépria planta confirmando o seu
uso popular como analgésica. Enquanto SOSA e colaboradores (2002)
demonstraram que Bauhinia tarapotensis possui propriedade antiinflamatéria

também confirmando o seu emprego popular.

Bauhinia forficata € dita popularmente como possuidora de propriedades
antiinflamatdria e antiedematogénica (ver Capitulo 2), mas, infelizmente, nao
existem estudos mais aprofundados relacionados a tais atividades descritos na
literatura. Para se verificar a atividade antiinflamatéria segue-se normalmente
modelos in vitro, como a quimiotaxia, e in vivo, edema de pata de ratos, pleurisia
e microcirculagado in situ. Decidiu-se, entdo, neste trabalho, avaliar a atividade
antiedematogénica de B. forficata a partir do seu extrato aquoso, uso comumente

relatado, através do método de edema em pata de ratos.
8.2 OBJETIVO ESPECIFICO

a) Determinar a atividade antiedematogénica do extrato aquoso de
Bauhinia forficata sub. pruinosa através do método de edema em pata de ratos

induzido pela carragenina.
8.3 MATERIAIS E METODOS
8.3.1 Material bioldgico

Para a realizagdo deste experimento, foram utilizados 23 animais
fornecidos pela Fundagéo Estadual de Pesquisa e Producdo em Saude (FEPPS).
Para tanto, ratos da ragca Wistar machos pesando de 180 a 200 g, foram mantidos
em caixas plasticas contendo, no maximo, cinco animais, com livre acesso a agua
e ragao. Os mesmos passaram por um periodo de adaptacdo de 48 horas no
Biotério da Faculdade de Farmacia — UFRGS, com temperatura controlada (23 +

2 °C), controle de claro/escuro de 12 horas (7 h — 19 h) e umidade monitorada.
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A manipulagao animal foi realizada seguindo principios éticos relatados por
GOLDIM (1995) para a experimentagcdo animal. O projeto foi submetido a
avaliacdo do Comité de Etica desta Universidade tendo sido aprovado sob o
registro CEP 23078.034044/03-15, na reuniao n. 27, ata n. 48, no dia 27 de maio
de 2004, por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo com a
Resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (ANEXO 3).

8.3.2 Preparacéo do extrato

O extrato aquoso de B. forficata foi preparado pelo método de infusao
seguido de maceragao estatica, por ser esse, frequentemente, o seu preparo
popular. A fim de se obter uma concentragao teérica em torno de 100 mg/ml
verteu-se 200 ml de agua fervente sobre, cerca de, 20 g de planta seca. O infuso
permaneceu em repouso 24 horas, caracterizando a maceracao estatica, e apos

este periodo, foi filtrado a vacuo.
8.3.3 Edema em pata de rato

A atividade antiedematogénica foi avaliada de acordo com metodologia
descrita por WINTER e colaboradores (1962), na qual foi utilizada carragenina
para inducdo de edema em pata de rato. A reacao inflamatéria desenvolvida em
edema de pata de rato, com adicdo prévia de agente flogistico pode ser
transformada em teste quantitativo pela medida do didmetro da pata ou pela
medida do volume da pata através de pletismdmetro (SUYENAGA, 2002).

Como controle positivo foi utilizada a indometacina (SIGMA) na dose de 10
mg/kg, por via oral. E como controle negativo foi empregada solugao salina. Os
animais foram tratados com extrato aquoso, preparado conforme descrito no item
8.3.2, por via oral, na dose de 500 mg/kg, uma hora antes da indugéo do edema.
Tal dose foi definida com base em experimentos realizados com extratos de B.
forficata por outros autores, entre eles SILVA e colaboradores (2002) e
DAMASCENO e colaboradores (2004), principalmente em estudos de sua
atividade hipoglicemiante. Apds, os animais foram anestesiados, pela via
intraperitoneal, com pentobarbital sédico, na dose de 40 mg/kg de peso corporal,

e mantidos sedados durante as medidas.

85



O edema foi induzido na aponevrose subplantar da pata traseira esquerda
dos ratos, através de injecdo de 0,1 ml de solugédo de carragenina (SIGMA) em
salina (5 mg/ml). As patas direitas serviram de controle, através da injecao de 0,1
ml de solugao salina. O volume das patas foi medido em triplicata, nos tempos 1,
2, 3, 4 horas ap6s a injecao do agente flogistico, utilizando o plestimémetro Ugo
Basile. O liquido utilizado no aparelho foi uma solugdo contendo 4 ml (m/V) de
laurilssulfato de sodio e 0,4 g de NaCl, dissolvidos em um litro de agua.

Os resultados de redugdao de edema foram calculados em relagcdo ao
aumento percentual do volume das patas traseiras de 6 animais controles
positivos, de 7 animais controles negativo e de 10 animais tratados. Os resultados
dos volumes médios das patas foram analisados estatisticamente pelo teste “t” de
Student.

8.3.4 Método de morte

Imediatamente apds os experimentos os animais foram sacrificados por
atordoamento com éter etilico, em capela de exaustéo, e posterior deslocamento

cervical.
8.3.5 Método de descarte do material bioldgico

O material biolégico foi armazenado em sacos plasticos, em freezer com
temperatura de — 20 °C, destinado especialmente para este fim, até a coleta pelo

Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Porto Alegre.
8.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos da administracdo oral do extrato aquoso de B. forficata na
inibicdo da formagdo do edema em pata de ratos induzido pela carragenina,
podem ser observados na Tabela 8.1. Os aumentos dos volumes dos edemas
das patas de ratos estdo ilustrados na Figura 8.1. Os resultados foram expressos
como média + desvio padrao (d.p.) e analisados estatisticamente pelo teste “t” de
Student.
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Tabela 8.1. Formagao do edema em pata de ratos induzido pela carragenina.

Tratamento Vol. do edema de pata (ml) £d.p. (% de inibicdo

1h 2h 3h 4h
Controle 0,63 0,17 0,73+ 0,09 2,0+0,23 2,64 +0,49
Indometacina | 0,54 +0,13 0,60 = 0,09 0,33 +0,01* 0,75 + 0,36*

(10mg/kg) (14,28%) (17,80%) (83,5%) (71,59%)
Extrato 0,48+0,09 | 0,37 £0,07* | 047%0,12* | 0,71+0,18
(500mg/kg) (23,80%) (49, 32%) (76,5%) (73,20%)

* significativo p < 0,05 em relagédo ao controle.

Na Tabela 8.1 estado os resultados obtidos a partir da administracéo v.o. do
extrato aquoso de B. forficata em relagdo ao controle negativo e a indometacina.
Pode-se observar que o extrato demonstrou atividade antiedematogénica
significativa, para um a = 0,05, a partir da segunda hora (49,32%). Enquanto o
controle positivo s6 demonstrou atividade significativa a partir da terceira hora
(83,5%).

O extrato demonstrou atividade significativa ao longo de trés horas.
Inclusive, ja na primeira hora, apesar do seu percentual de inibicdo ainda ndo ser
significativo, demonstrou-se superior ao da indometacina (controle positivo). E na
segunda hora, sua inibicdo ja era estatisticamente significativa enquanto o
controle positivo ainda demonstrava-se inativo. Na terceira hora, atingiu seu
maximo de inibigdo (76,3%) e na quarta hora manteve-se com um percentual de

inibicao bastante elevado (73,20%) e novamente superior ao da indometacina.

Considerando-se que o extrato aquoso de B. forficata possui como
constituintes majoritarios canferol e quercetina glicosilados, sugere-se que a
atividade demonstrada esteja relacionada a um possivel sinergismo entre os
compostos. Pode-se, ainda, relacionar a atividade ao grupamento catecol ou a
presenca da hidroxila no carbono 3. ALCARAZ e FERRANDIZ (1987), ao estudar
o canferol, sugeriram a inibicao seletiva da enzima COX (cicloxigenase), devido a
presenca do grupamento catecol no anel A ou B e, também que a presencga da

hidroxila na posi¢ao 3 seria suficiente para inibir esta enzima.

RECIO e colaboradores (1995) verificaram que os flavondis foram ativos

contra a resposta vascular primaria mediada pelas aminas e prostaglandinas,
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destacando-se a aglicona quercetina, que inibiu a fosfolipase A, dos leucdcitos

humanos, bem como a liberacdo de histamina dos basdfilos.
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Figura 8.1. Aumentos dos volumes dos edemas em pata de ratos.

Ao analisar-se a Figura 8.1 evidencia-se claramente que o comportamento
do extrato de B. forficata aproxima-se bastante ao do controle positivo
(indometacina). Sendo que nos tempos 2 e 4, o efeito do extrato demonstra-se
superior, pois 0 aumento do volume é menor do que aquele observado para o
animal tratado com indomentacina, demonstrando, assim, que o extrato aquoso

de fato possui atividade antiedematogénica.

A atividade antiinflamatéria relacionada aos flavondides é bastante
conhecida e estudada. Explica-se, em parte, como sendo devido a inibicdo da
cicloxigenase (COX) onde o canferol, por exemplo, atuaria inibindo as enzimas
COX e 5-lipoxigenase, ou ainda, inibindo a granulagao tecidual. A quercetina
atuaria inibindo seletivamente a enzima 5-lipoxigenase, envolvida na formagéao
dos leucotrienos a partir do acido araquidénico (MORONEY et al., 1988; SERTIE

et al., 1990).

Considerando-se que o género Bauhinia caracteriza-se pelo acumulo de
flavonoides livres e glicosilados (PIZZOLATTI et al., 2003), pode-se perfeitamente
julgar que B. forficata seja capaz de demonstrar atividade antiinflamatéria em

ensaios apropriados (ex. pleurisia).
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Corroborando para a obtencdo de tal resultado positivo em B. forficata,
tem-se ainda, a presenca de (-sitosterol, substancia tida como antinociceptiva, e
que de certa forma, pode justificar e reforgar esse tipo de atividade (OLIVEIRA et
al., 2001). A presenca de g -sitosterol, por sua vez, foi demonstrada por SILVA e
colaboradores (2000) em experimento com B. forficata. Embora ndo constem na
literatura, até o presente momento, trabalhos cientificos que possam comprovar a
atividade antiinflamatéria do B-sitosterol, este composto é bastante comum em

produtos naturais e apresenta importantes atividades farmacoldgicas (HANDA et
al., 1992).
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9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA
9.1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer é uma das causas mais comuns de deméncia senil
em idosos. E uma doenca degenerativa que destréi as células do cérebro, lenta e
progressivamente, afetando o funcionamento mental (pensamento, fala, memoria,
etc). Estima-se que mais de 4 milhdes de pessoas sofram deste mal nos Estados
Unidos (MARSTON et al.,2002).

Os inibidores da acetilcolinesterase, enzima responsavel pela degradacao
da acetilcolina cerebral, tém sido a base da terapia dos mais novos medicamentos
disponiveis no mercado contra o Mal de Alzheimer. Tais inibidores agem
corrigindo a deficiéncia do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses do cortex
cerebral. Fisostigmina (alcaloide obtido da Fava de Calabar, Physostigma
venenosum; Leguminosae) € um excelente inibidor da acetilcolinesterase, mas é
pouco absorvido pelo trato gastrintestinal em humanos. Por esta razédo, analogos
como a rivastigmina, tem sido introduzida na terapéutica (FORETTE et al., 1999).
Galantamina, alcaldide isolado de plantas da familia Amaryllidaceae, também tem
sido utilizada no tratamento do Mal de Alzheimer (FULTON e BENFIELD, 1996;
CALIXTO 2001b).

Os flavonoides por sua vez, podem atuar de diferentes formas, contribuindo
para a integridade do tecido neuronal: a) inibindo a atividade das enzimas
superoéxido-dismutase e monoamina-oxidase, que contribuem para a geragao de
radiais livres no cérebro e no corpo; b) sequestrando radicais livres que poderiam
causar dano aos neurdnios e, consequentemente, retardar as mudancgas
associadas a idade no cérebro e c¢) reduzindo a liberagcdo de acido araquidénico,
um co-produto téxico do metabolismo lipidico, que aparece no cérebro logo apés
o episodio isquémico (ISHIGE et al., 2001; GRUNDMAN e DELANEY, 2002;
FRAGA et al., 2004).

ISHIGE e colaboradores (2001) ao estudarem os mecanismos pelos quais
os flavondides protegem as células neuronais, concluiram que, se o estresse

oxidativo é responsavel por inumeros disturbios, entre eles o Mal de Alzheimer, os
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flavondides bem como os alimentos que os contém podem ter muitos efeitos

benéficos no tratamento dessa doenca.

Novamente, a presencga de flavondides como constituintes majoritarios em
Bauhinia forficata contribuem para que se realize um ensaio autobiografico a fim
de se verificar uma possivel atividade anticolinesterasica. No entanto, na literatura
encontram-se relatos em que os resultados nao foram positivos, como os citados

no Capitulo 2, no item 2.3.4.

Tendo-se em vista o potencial de plantas para a descoberta de novos
inibidores da acetilcolinesterase, o ensaio de autobiografia por cromatografia em
camada delgada (CCD) foi introduzido para screening de extratos provenientes de
plantas. O método de CCD foi escolhido, pois permite um acesso rapido a
informacdo considerando tanto a atividade como a localizacdo da acdo no
complexo material vegetal. Os constituintes separados podem ser diretamente
detectados na placa de CCD. O teste consiste na clivagem do 1-naftil acetato pela
acetilcolinesterase em 1-naftol, o qual reage com o reagente Fast Blue B salt
formando um diazénio de coloragéo purpura. As regides da placa que contém os
inibidores da acetilcolinesterase apresentam uma mancha branca contra o fundo

purpura.
9.2 OBJETIVO ESPECIFICO

a) avaliar uma possivel atividade anticolinesterasica de 3 compostos
isolados de Bauhinia forficata sub. pruinosa com o auxilio da técnica de

autobiografia por CCD.
9.3 MATERIAIS E METODO
9.3.1 Compostos isolados

Durante o processo de isolamento de SQM, descrito no Capitulo 3, foi
possivel visualizar outras 2 bandas cromatograficas em CCD com bastante
nitidez, as quais também foram isoladas pelo mesmo método e avaliadas,
juntamente com SQM, no experimento de autobiografia. Os produtos isolados
foram diluidos em uma solugdo metandlica na concentragédo de 1 mg/ml e 10 pl

foram aplicados sobre a placa de CCD.
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9.3.2 Método da Autobiografia

O experimento foi desenvolvido segundo método descrito por MARSTON e
colaboradores (2002).

Preparou-se uma solugao estoque dissolvendo-se acetilcolinesterase (1000
U) em 150 ml de tampao Tris-acido cloridrico 0,05M a pH 7,8. Adicionou-se
albumina de soro bovino (150 mg) a solugdo para estabilizar a enzima durante o
bioensaio. A solugao de estoque foi mantida a 4 °C.

As trés solugdes metandlicas, contendo as substancias puras isoladas de
B. forficata, foram devidamente depositadas (aplicadas) sobre a placa de CCD,

que foi seca imediatamente para a completa remogao do solvente.
A placa foi, entdo, nebulizada com a solugdo estoque e seca novamente.

Na sequéncia, para que ocorresse a devida incubacdo da enzima, deitou-
se a placa sobre um suporte em um tanque contendo um pouco de agua, a uma
temperatura de 37 °C durante 20 minutos. Desta forma, a agua nao entrou
diretamente em contato com a placa, mas a atmosfera permaneceu umida. A

enzima apresentou uma estabilidade satisfatoria nestas condic¢oes.

Para detecgdo da enzima, uma solugdo de 1-naftil acetato (250 mg) em
etanol (100 ml) e de Fast Blue B salt (400 mg) em agua destilada (160 ml) foram
preparadas imediatamente antes do uso (a fim de prevenir decomposi¢éo).

Apoés a incubagao da placa de CCD, 10 ml da solugao de 1-naftil acetato e
40 ml da solugao de Fast Blue B salt foram misturadas e, em seguida, aspergidas
na placa, ocorrendo o desenvolvimento de coloragdo purpura no decorrer de 1-2
minutos. Em caso de atividade anticolinesterasica, uma mancha branca contra o

fundo purpura deve ser formada nos pontos de aplicagao da substancia avaliada.
9.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio autobiografico realizado, o resultado apresentado pelas trés

solugcdes metandlicas preparadas a partir de compostos isolados de B. forficata,
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estando entre eles SQM (Figura 9.1), foi negativo, pois nenhuma mancha branca

contra o fundo purpura foi visualizada.

O resultado pode ser atribuido ao fato de uma possivel atividade
anticolinesterasica, se existente, estar vinculada a um sinergismo entre os
diferentes compostos presentes em B. forficata. De maneira que, ao se
analisarem 3 dos cinco produtos isoladamente, todos demonstraram nao possuir
qualquer atividade. O extrato puro néo foi analisado em um primeiro momento
pois buscava-se identificar uma possivel atividade ja vinculando a mesma a um
composto puro presente na planta e devidamente isolado. Considerando-se o

resultado obtido, pode-se sugerir a analise do extrato para novas conclusdes.

Outra explicagao plausivel seria relacionada ao fato de que os compostos
testados tratavam-se, possivelmente, de canferéis com diferentes glicosideos
ligados e a atividade colinesterasica, por sua vez, pode estar associada somente

a agliconas livres.
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Figura 9.1. Cromatograma de Bauhinia forficata, a 348 nm, demonstrando os picos das
substancias avaliadas no experimento de atividade anticolinesterasica.
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A utilizag&do de plantas como fonte de medicamentos para o tratamento das
mais diversas doengas que acometem o homem, remonta aos primérdios da
humanidade. Muito provavelmente, a terapéutica moderna nao teria atingido o

grau de desenvolvimento atual se nao fosse o auxilio das plantas.

Apesar do vasto uso de preparagdes de origem vegetal como
medicamentos, poucas foram estudadas cientificamente para comprovacao de
sua eficacia clinica e para a avaliagado de sua seguranga. De tal forma, raramente

os principios ativos sdo conhecidos.

O controle de qualidade, a padronizacdo e a estabilizacdo dos
medicamentos fitoterapicos constituem uma tarefa bastante complexa, embora
possivel, atualmente, em fungcdo dos avangos crescentes alcangados nos

meétodos analiticos de alta resolugao.

Considerando as dificuldades para garantir a qualidade e a estabilidade
dos medicamentos fitoterapicos, a tendéncia vigente € o cultivo das plantas
medicinais, fator crucial para manter a qualidade da matéria-prima e,

consequentemente, do produto final acabado.

No Brasil, as plantas sdo usadas em grande escala como medicamentos.
Considerando-se a vasta riqueza natural, ainda sem estudo, e as possibilidades
que observamos para o desenvolvimento de novos fitoterapicos, torna-se cada
vez mais imprescindivel a pesquisa e o estudo aprofundados sobre as mesmas e

suas propriedades.

Bauhinia forficata € uma das tantas plantas da flora brasileira, usada
deliberadamente pela populacdo sem qualquer controle especifico. No decorrer
deste trabalho foi possivel constatar as inumeras ambiglidades relacionadas a
identificacdo de B. forficata que persistem. Concomitantemente, as diferengas
quimicas entre as diferentes subespécies contribuiram ainda mais para que se

reconsidere a nomenclatura e a sinonimia utilizadas atualmente.

Ao analisar-se B. forficata quimicamente, foi possivel estabelecer que o seu

emprego correto esta diretamente relacionado com diferentes etapas, desde o
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seu cultivo, passando pela estagcdo da sua coleta e a correta identificacdo da

espécie e subespécie.

Muito provavelmente, as variagbes nas atividades bioldgicas estejam
ligadas as variagbes quimicas da planta. Corroborando para que muitos estudos,
até entdo vinculados as suas possiveis atividades, fossem inconclusivos. Soma-
se ainda, o fato de os constituintes quimicos presentes em B. forficata subespécie
pruinosa serem extremamente sensiveis e degradarem com certa facilidade, o
que pode ser observado no experimento de estabilidade acelerada realizado.
Reforca-se entido, a necessidade de um controle de qualidade adequado para B.
forficata com um numero maior de amostras e um periodo de analise de longa

duragao.

Além disso, como ter certeza a respeito das atividades bioldgicas relatadas
até entdo para B. forficata se a subespécie dificimente é informada? Se elas
apresentam diferencas quimicas nitidas, por que nao poderiam ter efeitos

terapéuticos distintos também?

Em ensaios de estabilidade acelerada, poucas plantas resistem as
condigdes preconizadas para os medicamentos, gerando dificuldades no
momento de se sugerir um prazo de validade até mesmo provisério para as
mesmas. A exigéncia de estudos mais aprofundados e de longa duragéo torna-se
fundamental para o correto uso de plantas medicinais. Na analise de B. forficata
subespécie pruinosa, os tempos de vida utili e meia-vida encontrados
demonstraram valores bastante reduzidos, sugerindo assim uma altissima
sensibilidade da planta frente as variagbes de temperatura e umidade as quais a

mesma foi exposta.

A embalagem bastante simples utilizada no experimento, com o intuito de
se aproximar das comerciais, serve como subsidio para que se reconsidere as
apresentagdes encontradas no mercado atualmente e reforgca a importancia do

material de acondicionamento e embalagem na garantia de produtos naturais.

Sendo assim, como garantir o uso correto de fitoterapicos pela populagao
em geral, uma vez que 0os mesmos nao tém os devidos estudos de estabilidade,

validac&o e controle de sua qualidade?
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Muitos estudos ja desmistificam as propriedades populares e tornaram-nas
cientificas vinculando ou ndo as mesmas a um determinado componente ou grupo
de presentes na planta. Por isso, comprovar a integridade quimica da mesma
durante um determinado periodo de tempo é cada vez mais coeso frente ao
posicionamento tanto dos estudiosos, que se dedicam e interessam pelas plantas
existentes na flora mundial, como da populagdo que consume e confia na eficacia

de medicamentos provenientes de plantas.

Para que as analises de estabilidade fossem realizadas e devidamente
validadas, a identificagcdo de uma substancia quimica maijoritaria responsavel ou

nao por possiveis propriedades terapéuticas de B. forficata foi crescente.

Importante ressaltar que, em um primeiro momento, o isolamento de
compostos quimicos nao fazia parte dos objetivos desta Dissertagdo, uma vez
que diferentes substancias ja haviam sido devidamente elucidadas para B.
forficata. Além disso, um marcador foi sugerido para a espécie B. forficata por
SILVA e CECHINEL (2002) chamado de canferitrina, um heterosideo de canferol.
Este metabdlito ndo foi identificado na planta estudada neste trabalho.
Aprofundando as analises foi verificado que as subespécies forficata e pruinosa,
apresentam perfil quimico diferenciado. Desta forma, ao analisar e comparar
estas subespécies, o isolamento da substancia quimica majoritaria (SQM) tornou-
se praticamente vital para que os estudos fossem de fato realizados. Até o
presente momento, pode-se apenas sugerir que SQM seja o canferol 3-
robinosideo — 7 rhamnosideo identificado através de espectrometria de massas e

ultravioleta.

A validagdo do método, geralmente aplicada a medicamentos sintéticos, é
uma exigéncia crescente nos ultimos anos a fim de assegurar que as
especificagdes técnicas dos produtos possam ser mantidas indistintamente do
lugar de fabricagdo ou do tempo/distancia de transporte. Sendo assim, com o
intuito de se obter resultados confidveis na andlise da estabilidade acelerada de
B. forficata sub. pruinosa, a validagdo do método por CLAE empregado foi

fundamental.
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No que diz respeito as atividades bioldgicas estudadas no presente
trabalho, pode-se inferir que algumas das propriedades relatadas pela populagéo,

foram elucidadas para B. forficata subespécie pruinosa.

A atividade antioxidante, ja bastante vinculada aos flavondides, foi
demonstrada, in vitro, para diferentes extratos de B. forficata e corroborou para
que se realizassem, entdo, outros experimentos, como o edema em pata de ratos
para a atividade antiedematogénica e a autobiografia para a atividade
anticolinesterasica. Considerando-se, desta forma, que o mecanismo de acio
demonstrado pelos flavondides para a atividade antioxidante pode estar, de fato,
bastante relacionado com os mecanismos de agao das outras duas atividades. E
ainda, a presenga de substancias antioxidantes pode estar de alguma forma
relacionada, até mesmo, com a atividade antidiabetes largamente estuda para B.

forficata.

O teste do edema em pata de ratos, por sua vez, demonstrou uma
atividade significativa para o extrato aquoso da planta, confirmando o seu
emprego popular como antiinflamatéria e antiedematogénica. Enquanto a
autobiografia apresentou um resultado negativo, mas considerando-se que
nenhum extrato foi testado, sugere-se que estudos complementares sejam

realizados antes que se fagcam afirmag¢des mais precisas.

Ao se estudar e valorizar o desenvolvimento da quimica de plantas
medicinais, a sua importancia torna-se evidente, ndo s6 como embasamento
cientifico de uma medicina alternativa, mas como fonte de novos e potentes

farmacos.

Convém recordar que existe uma tendéncia mundial em implementar a
qualidade de vida e, por isso, as exigéncias a tratamentos menos agressivos ao
organismo ou que causem efeitos adversos mais suaves sdo crescentes. E
justamente esse um dos principais motivos que impulsiona a poderosa industria
farmacéutica em busca de novos farmacos. Sendo assim, a pesquisa e propostas
de controle de qualidade viaveis tornam-se extremamente necessarias e

valorosas na area cientifico-tecnoldgica relacionadas aos fitoterapicos.
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¢ Analisando-se o perfil cromatografico de Bauhinia forficata pode-se verificar
que a analise por CLAE foi bastante valiosa e que o método estabelecido

demonstrou-se satisfatério para o estudo desta espécie.

e Pode verificar também, que o comportamento quimico entre diferentes
subespécies € distinto, bem como na mesma subespécie, com a variagao

nas estacdes do ano.

e Observou-se distingdes quimicas entre B. forficata subespécie pruinosa e
a espécie Bauhinia variegata, frequentemente confundida pela populagao

com a primeira em fungdo de semelhangas morfologicas.

e Para a completa elucidacdo e identificacdo da substancia quimica
majoritaria (SQM) isolada a partir do extrato butandlico de B. forficata
tornam-se imprescindiveis analises complementares; podendo-se, até o
presente momento, inferir que, segundo analises espectrométricas de

massas e UV, trata-se do canferol 3 — robinosideo 7 — rhamnosideo.

e A partir dos resultados obtidos para a validacdo de metodologia analitica
empregada pode-se afirmar que o método de CLAE foi devidamente
validado apresentando linearidade, repetibilidade, precisdo, exatidao,

especificidade e robustez.

¢ Com a analise da estabilidade quimica pode-se verificar que a reagao
demonstrou comportamente caracteristico de uma reacdo de segunda

ordem e a velocidade de degradacgao foi de 0,01313 por dia.

e Pode-se, ainda, inferir que o tempo de vida util e o tempo de meia-vida de
B. forficata, nas condi¢gdes propostas foram de 2,63 e 23,65 dias,
respectivamente, sugerindo que estudos de establidade de longa duragéo

sejam realizados para conclusdes mais precisas.

e Ao determinar-se a atividade antioxidante de diferentes extratos de B.
forficata pode-se observar que apenas o extrato butandlico apresentou

uma atividade efetiva quando comparado ao padrdo usado no ensaio; no
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entanto estudos mais detalhados sobre a composi¢do quimica desses
extratos, bem como outros modelos, do tipo peroxidacéo lipidica e ensaios
in vivo, s&o essenciais para caracteriza-los como antioxidantes bioldgicos
além de poder inferir sobre os possiveis mecanismos de captura dos

radicais livres pelas moléculas de B. forficata.

Analisando-se o0os resultados de determinacdo de atividade
antiedematogéncia pode-se dizer que o extrato aquoso de B. forficata
apresentou um efeito bastante significativo frente ao controle

indomentacina.

Ao testar-se a atividade anticolinesterasica constatou-se que os compostos
testados ndo demonstraram atividade sugerindo que estudos

complementares sejam realizados.
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13 ANEXOS




ANEXO 1: Espectro de massas de SQM, eletrospray negativo.



Os experimentos de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) foram
realizados nos laboratérios listados abaixo, com suas respectivas informacdes

complementares:

1. Instituto de Quimica da Universidade de Santa Maria, sob a

responsabilidade do Professor Ademir Morel
e Equipamento: BRUKER ('H - 400 MHz e "*C - 100 MHz)
e Solventes: CD30D e DMSO-dg

2. Departament de Productes Naturals, Biologia Vegetal i Edafologia,
na Faculdade de Farmacia da Universidade de Barcelona, sob a

responsabilidade do Professor Jaume Bastida
e Equipamento: VARIAN ("H - 200 MHz e "*C - 50 MHz)

e Solventes: CD3;0D e DMSO-dg

Condicoes Gerais:
e Temperatura ambiente;
e Solventes deuterados;

e Tetra-metil-silano (TMS), como referéncia.

ANEXO 2: Informagdes complementares sobre o RMN.



ANEXO 3: Resolucdo do Comité de Etica e Pesquisa da UFRGS.





