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RESUMO

SILVA, A. P. P. Analise do remédio artesanal “tintura de pata-de-vaca” tendo a
tintura de Bauhinia monandra Kurz como referéncia. 2016. 66 f. Dissertacao
(Mestrado). Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal do Para, Belém, 2016.

O diabete melito € uma entre as diversas patologias que podem ser controladas com
0 uso de plantas medicinais, que apresentam atividade hipoglicemiante através de
diferentes mecanismos. Em Maruda, Marapanim-PA, o Grupo de Mulheres “Erva
Vida”, produz e comercializa a “Tintura de pata-de-vaca”, consumida por turistas e
moradores locais para tratar o diabete. Esse remédio é preparado a partir de folhas
de Bauhinia monandra Kurz (pata-de-vaca). Diferentes classes metabdlicas de
vegetais ja tiveram a acdo hipoglicemiante comprovada, como exemplo o0s
flavonoides. Com isso, pretende-se neste trabalho caracterizar o remédio artesanal
através de parametros farmacobotanicos, farmacognésticos, fitoquimicos e
cromatograficos, em compararacdo com uma tintura de Bauhinia monandra, quanto
a presenca de flavonoides. Tanto a andlise fitoquimica preliminar, quanto a analise
por Cromatografia em Camada Delgada, detectaram metabdlitos fendlicos,
possivelmente flavonoides, no remédio artesanal e no extrato hidroetandlico da
espécie vegetal. Na analise por CLAE, foi evidenciada a presenca de rutina no

remédio artesanal bem como no extrato hidroetandélico de Bauhinia monandra.

Palavras-chave: diabete melito, fitoterapia, Bauhinia monandra, remédio artesanal,
rutina.



ABSTRACT

SILVA, A. P. P. Analysis handmade medicine “pata-de-vaca tincture", having the
Bauhinia monandra Kurz tincture as reference. 2016. 66 f. Dissertation (Master’s
degree). Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of
Par4, Belém, 2016.

Diabetes mellitus is one of the various pathologies can be controlled with the use of
medicinal plants, which exhibit hypoglycemic activity through different mechanisms. In
Maruda, Marapanim-PA, the Women's Group "Erva Vida", produces and markets the
"Tintura de pata-de-vaca" consumed by tourists and locals to treat diabetes. This
remedy is prepared from leaves of Bauhinia monandra Kurz (pata-de-vaca). Different
metabolic classes of plant already had a proven hypoglycemic action, for example
flavonoids. Thus, the aim of this study was to characterize the handmade medicine
through pharmacobotanic parameters pharmacognostic, phytochemicals and
chromatographic in compararagdo with a tincture of Bauhinia monandra, for the
presence of flavonoids. Both the preliminary phytochemical analysis, and the analysis
by Thin Layer Chromatography, phenolic metabolites detected, possibly flavonoids in
handmade medicine and hydroethanolic extract of plant species. In the analysis by
HPLC, it revealed the presence of rutin in handmade medicine as well as in

hydroethanolic extract of Bauhinia monandra.

Keywords: diabetes mellitus, herbal medicine, Bauhinia monandra, handmade

remedy, rutin.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como tratamento de enfermidades € muito comum
na sociedade amazonica, haja vista a exuberancia da flora medicinal na Amazonia e
a pratica milenar de seu uso pelas comunidades locais. Nos Ultimos anos, tem
aumentado o numero de estudos que comprovam O que ja se conhecia
empiricamente, visto que a fitoterapia popular é rica em exemplos de plantas utilizadas
para diversos fins e que substituem, muitas das vezes, a prescricdo médica (YAMADA,
1998; SILVA e CECHINEL, 2002).

A aplicacdo do saber local acerca da utilizacdo de recursos vegetais no
desenvolvimento de fitoterapicos mostra-se como uma estratégia bastante
consequente e consistente, pois, pode gerar ocupac¢ao e renda a partir da insercao da
comunidade organizada no processo de desenvolvimento, producdo e entrada do
produto assim desenvolvido, no mercado farmacéutico e ainda pode ser adequada do
ponto de vista ecologico, quando a matéria prima vegetal para a producdo desse
fitoterapico for obtida a partir de espécimes cultivados em &reas degradadas
(BARBOSA, 2011).

Com o intuito de inserir plantas medicinais na atencao basica a salude e assim
melhorar a qualidade de vida da populacgéo, foi criado em 1983 o Projeto Farmacias
Vivas por Francisco José de Abreu Matos, professor na Universidade Federal do
Ceara (UFC). Revolucionério, de imensuravel cunho social e sentido cientifico, o
Farmacias Vivas é direcionado a saude publica, promove a utilizacdo correta de
plantas medicinais e seus extratos, baseada em estudos cientificos e com o objetivo
de tratar as enfermidades mais comuns na populacéo de baixa renda. O projeto serviu
de modelo para a criacdo, pelo Ministério da Saude, no ambito da Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, o Programa Farmacias Vivas voltado para o
SUS (Sistema Unico de Salde). Antes, a ideia do Farmacias Vivas ja havia se
espalhado por municipios cearenses e de outros Estados, abrindo espago para o
resgate das tradicOes etnofarmacoldgicas da populacdo nordestina. Assim, surgiram
0S programas municipais e estaduais de fitoterapia, implantados nas Secretarias de
Saude e nas comunidades organizadas (RAMOS, 2012).

Devido ao interesse popular e institucional, o Ministério da Saude do Brasil
instituiu no ano de 2008 o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
dentro do Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2009), e divulgou a Relacg&o
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Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), contendo 71
espécies vegetais com potencial farmacoldgico. O objetivo consiste em direcionar as
pesquisas cientificas financiadas pelos 6rgaos oficiais de fomento e ampliar o rol de
fitoterapicos (BRASIL, 2009). Dentre as espécies constantes da RENISUS, estédo
algumas do género Bauhinia (B. affinis, B. forticata e B. variegata).

Mesmo a fitoterapia sendo eficaz, os profissionais da saude devem orientar
guanto as consequéncias do uso indiscriminado das plantas medicinais. Como se trata
de um assunto de Saude Publica caberia a esses profissionais e aos programas
nacionais de saude (Estratégia Saude da Familia - ESF e Programa Agentes
Comunitarios de Saude - PACS) a tarefa de esclarecer as duvidas da populacao,
orientando a utilizacdo correta de plantas medicinais nas unidades de salude e nas
visitas domiciliares (ARNOUS et al, 2005).

O farmacéutico tem especial relevancia para o uso racional de plantas
medicinais, devendo comprometer-se com a utilizacdo correta delas através da
orientacdo, com informacéo sobre o produto aos usuarios; enfatizando que se trata de
um recurso farmacéutico farmacologico, estimulando a notificacdo de eventuais
reacOes adversas e também valorizando a necessidade da farmacovigilancia desses
produtos (SOARES et al., 2003).

Em Maruda, distrito de Marapanim-PA, existe o grupo Erva Vida, formado por
mulheres pescadoras erveiras que produz, a partir de plantas, remédios artesanais
para tratar empiricamente diversas enfermidades, dentre as quais o diabetes mellitus.
As plantas sédo usadas em preparacdes monodrogas ou em associagdes. Dentre as
varias espécies vegetais utilizadas com essa finalidade destaca-se: Bauhinia
monandra que tem como sinonimia popular: pata-de-vaca.

Este trabalho relata a anédlise do remédio artesanal denominado “Tintura de
Pata-de-vaca” (RATP) comercializado pelo Grupo de Mulheres Erva Vida, enfocando
parametros farmacobotanicos, farmacognaosticos e fitoquimicos; tais como: anatomia
e a microquimica das folhas da espécie vegetal em estudo, reiterando deste modo, a
identificacdo correta do material vegetal, importante para qualquer pesquisa com
vegetais; e composigdo quimica, tendo os flavonoides do remédio artesanal aqueles
presentes na preparacao do RATP, como elemento de comparacao.

Trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratdrio produziram
conhecimento acerca de outras espécies também usadas como medicinais, tendo

inclusive padronizado a tintura de H. lancifolius (Barros, 2013) isolando, identificando
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e quantificando substancias ativas e confirmando as alegac¢des populares de uso de
E. plicata e M. lindleyana (MALHEIRQOS, 2008; SILVA, 2012).

No ambito da etnofarmacia o grupo de estudo vem documentando e
registrando a historia do Erva Vida ha sete anos e ja produziu trabalhos que traduzem
a historia, a organizacdo e a atividade do Grupo de Mulheres Erva Vida. (MONTEIRO,
2012; FLOR, 2014).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas medicinais

O uso de ervas medicinais é a mais antiga forma de cuidados com a saude
conhecida pela humanidade e tem sido empregado em todas as culturas ao longo da
historia desde quando os primeiros humanos, liderados pelo instinto e pela
experiéncia, tratavam as doencas utilizando plantas reconhecendo que dependiam da
natureza para uma vida saudavel (BARNES et al., 2007).

As plantas medicinais estdo amplamente distribuidas por todo o mundo, sendo
0S paises tropicais 0s que concentram a maior propor¢cao. Estima-se que cerca de
25% dos medicamentos modernos séo direta ou indiretamente, derivados de plantas
(OMS, 2005).

O emprego terapéutico de plantas medicinais e produtos fitoterapicos no Brasil
vem se consolidando nos ultimos tempos, tornando-se assim, um ramo promissor para
o mercado farmacéutico (ARAUJO et al., 2006) e o conhecimento de suas
propriedades constitui uma importante ferramenta no desenvolvimento de novos
fitoterapicos (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006). O desenvolvimento da ciéncia e
da tecnologia esta contribuindo para o estudo das plantas medicinais que estao tendo
seu valor terapéutico pesquisado e ratificado, consequentemente observa-se a
crescente utilizacdo desses produtos recomendados por profissionais de saude
(ARNOUS et al, 2005).

A associacdo de ervas medicinais em preparacfes € bastante utilizada
tradicionalmente, no entanto, deve ser administrada com critério e sob orienta¢ao, iSso
porque muitas vezes as plantas apresentam substancias com efeitos farmacolédgicos
similares, que podem agir de forma sinérgica, potencializar ou minimizar suas
atividades (YUNES, 2001 e ARNOUS et al, 2005).

Devido ao aumento da populacéo de idosos no Brasil, a demanda por terapias
mais acessiveis para o tratamento de doencas cronico-degenerativas, representa um
ganho importante nos investimentos humanos e financeiros na area da saude. O uso
de plantas medicinais pode se estabelecer como opc¢éo terapéutica, disponivel aos
profissionais que cuidam de pacientes diabéticos, considerando ser esse um
tratamento de menor custo, cujos beneficios se somam aos da terapia convencional
(BORGES et al., 2008).
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Entre as diversas patologias tratadas com plantas esta o diabetes mellitus
(DM). Até o inicio do século passado a Unica opgao para o tratamento do diabetes
eram as plantas medicinais, uma vez que 0s primeiros medicamentos com acao
hipoglicémica foram desenvolvidos a partir de 1921, quando a insulina foi empregada
de forma terapéutica pela primeira vez por Banting e Best (RAW, 1948; ALLARCOON-
AGUILAR et al, 2002; CARVALHO, 2005; ROCHA et al, 2006).

No Brasil, varias espécies vegetais sdo empregadas pelas populacfes para
tratar os sintomas do diabetes (COSTA, 1977; PEREIRA, 1997; BARBOSA et al, 2001;
VOLPATO etal., 2002; ELDER, 2004; SAXENA, VIKRAM, 2004; BARBOSA-FILHO et
al, 2005; MENEZES et al, 2007) algumas tém sido objeto de investigacao
experimental, como exemplo a Cissus verticillata, popularmente conhecida como cip6-
puca, cujo extrato aquoso (BARBOSA et al, 2002) e fracdo metandlica (LINO et al,
2008) apresentaram ac¢ao hipoglicemiante em camundongos normoglicémicos com
diabete induzida.

Na medicina tradicional chinesa, 82 plantas medicinais tém sido usadas para o
tratamento do diabete e suas complicacdes (LI et al., 2004). A maioria das plantas
utilizadas como antidiabéticas, ao serem avaliadas farmacologicamente, demonstra
ter atividade hipoglicemiante e possuir substancias quimicas que podem ser usadas
como modelos para novos farmacos. Andlises posteriores revelaram a grande
variedade de mecanismos de acado que podem induzir o efeito hipoglicemiante, porém
nem todos foram considerados terapeuticamente Uteis (MARLES e FARNSWORTH,
1995; HUO et al., 2003; SAID et al., 2002).

Com isso, pode-se compreender porque inumeras espécies vegetais séo
utilizadas no mundo para minimizar as consequéncias da doenca. No Brasil cerca de
200 espécies sdo empregadas com essa finalidade, sendo que 52 foram estudadas
experimentalmente e apresentaram atividades analgésica, anti-inflamatoéria e
hipoglicemiante comprovadas (BARBOSA-FILHO et al., 2005).

Os mecanismos de acao pelos quais as plantas reduzem a hiperglicemia
podem ser os seguintes: (1) aumento da liberacdo de insulina através da estimulagéo
das células B-pancreéticas; (2) resisténcia aos hormoénios que aumentam a glicemia;
(3) aumento do numero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina; (4) diminuicao
da perda de glicogénio; (5) aumento do consumo de glicose nos tecidos e 6rgaos; (6)
eliminacdo de radicais livres; (7) resisténcia a peroxidacao de lipideos; (8) correcéo

da desordem metabdlica causada em lipideos e proteinas e (9) estimulo ao aumento
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da microcirculacdo sanguinea no organismo (MARLES e FARNSWORTH, 1995; SAID
et al., 2002; VOLPATO et al, 2002; HUO et al., 2003; LI et al., 2004).

2.2 Diabetes mellitus

O diabete mellitus é definido como um grupo de alteracbes metabdlicas,
caracterizado por hiperglicemia resultante de disfuncdes na secrecéo e/ou na acéo da
insulina e o consequente transporte da glicose para dentro das células diminuindo sua
concentracdo no sangue (HARPER, 1998; ROBBINS et al., 1991). A hiperglicemia
cronica do diabetes é associada com danos a longo prazo, disfuncdes e faléncia de
varios orgaos, especialmente olhos, rins, coracéo, vasos sanguineos e nervos (RANG
et al, 2003). Segundo Maratos-Flier et al (2002), a insulina é o principal horménio
controlador do metabolismo intermediario, exercendo a¢Bes sobre o figado, os
musculos e a gordura. Seu efeito geral é conservar os reservas energéticas ao facilitar
a captacao e o armazenamento de glicose, aminoacidos e lipideos apds a ingestao
de alimentos. A insulina reduz de forma aguda a glicemia, em contrapartida, a
ocorréncia de um declinio nos niveis plasméticos de insulina aumenta a glicemia.

Processos patogénicos severos estdo envolvidos no desenvolvimento do
diabete decorrentes da destruicao autoimune das células B-pancreaticas (secretoras
de insulina) com consequente deficiéncia insulinica, ocasionando resisténcia (reducéo
da sensibilidade) a sua acao. Independente da secrecéo insulinica e deficiéncias em
sua acao existem outras causas que levam o individuo a desenvolver a doenca,
algumas ainda nao estdo bem definidas e com frequéncia sdo a causa primaria de
hiperglicemia (MARATOS-FLIER et al, 2002).

Os sintomas da hiperglicemia incluem polidria, polidipsia, perda ponderal,
polifagia, distirbios na visdo e elevacdo do nivel de glicose sérica o que resulta na
excrecdo da glicose pela urina, também podem ocorrer algumas infec¢des associadas
(ROBBINS et al., 1991; SHOELSON, 1995; BERNE et al., 2000; GODQY, 2000; SAID
et al., 2002). Como consequéncia do diabetes descompensado pode ocorrer a
cetoacidose ou a sindrome n&o-cetdtica hiperglicémica hiperosmolar que € uma
condicdo que eventualmente acontece em pessoas com niveis muito elevados de
glicemia causados por uma grave falta de insulina (American Diabetes Association -
ADA, 2008).



18

O diabetes mellitus tipo 2, acomete em média 90 a 95 % dos pacientes
diabéticos (BRASIL, 2006). Ha vérias diferentes causas para essa forma da doenca
e, embora as etiologias especificas ainda ndo sejam totalmente conhecidas, sabe-se
que nao ocorre a destruicdo autoimune das células B-pancreaticas e 0s pacientes nédo
tém outros precedentes associados.

A Sociedade Brasileira de Diabetes (2012) afirma que o diabetes mellitus é
uma das doencas mais importantes que atingem a populacédo mundial e que o nimero
de individuos acometidos reflete a magnitude do problema, por essa razdo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem incentivado nas ultimas décadas o estudo
de plantas medicinais para o tratamento dessa patologia, visto que, de acordo com
estimativas publicadas para diferentes regides do mundo 135 milhdes apresentavam
a doenca em 1995, 240 milhdes em 2005 e héa projecao para atingir 366 milhdes em
2030, sendo que dois tercos habitardo paises em desenvolvimento como mostra a
Figura 1. S6 no Brasil séo cerca de 12 milhdes de portadores dessa enfermidade.

EVOLUGAO DO DIABETES NO MUNDO (2000 - 2030)

Crescimento mundial previsto de 114% (171 milndes a 366 milhdes)

190,5
+130%

33,0
66,8
+102%

Populacao diabética em 2000
Populacao diabética em 2030
% Crescimento

Figura 1 - Evolucéo do diabetes no mundo (2000 a 2030). Programa de diabete. Fatos e figuras. Dados
de prevaléncia. Fonte: Organizacdo Mundial de Saude (2003).
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2.3 Etnofarmécia no distrito de Maruda — Grupo de mulheres Erva Vida

No distrito de Maruda, municipio de Marapanim, no nordeste do Para, existe o
grupo Erva Vida (Figura 2), constituido por mulheres que se organizaram e passaram
a se reunir e trocar experiéncias sobre a utilizacdo de remédios naturais, até partirem
para a producéo e venda deles, o que veio a se constituir como um complemento da
renda familiar. As mulheres pescadoras-erveiras produzem uma variedade de
remeédios a partir de plantas medicinais da regido e de algumas adquiridas em Belém,
capital do estado. A associacdo possui uma pequena area para cultivo, um laboratério
simples e uma loja onde sdo comercializados os remédios artesanais além de

artesanatos, motivo primeiro da reunido dessas mulheres. (MONTEIRO et al., 2012).

A pratica da fitoterapia popular dentre as mulheres pescadoras-erveiras de
Maruda pode ser descrita pela Etnofarmécia, que segundo Barbosa et al (2011), é
tecnologia social que trabalha uma area de aplicagcdo comum tanto a Etnologia quanto
a Ciéncia Farmacéutica e se ocupa em estudar as praticas tradicionais e populares
voltadas para a conservacao e a recuperacdo da saude utilizando plantas medicinais.
Emprega as descri¢cdes etnograficas sobre praticas e crencas, usualmente originadas
de povos indigenas ou considerados primitivos, com as quais uma cultura especifica
previne e trata as doencas, aléem de estudos comparativos dessas praticas. A
Etnofarmécia entdo, € um campo da ciéncia que inclui objetos de estudos tanto para
as Ciéncias Sociais, como a Biologia e a Quimica além da Ciéncia Farmacéutica.

Segundo Monteiro et al (2012), a fitoterapia popular em Maruda possui papel
importante no cuidado com a saude da populacéo local, os remédios artesanais do
Erva Vida sdo uma opcao para o tratamento de doencas corriqueiras e muitas vezes

até para casos mais sérios. As mulheres do grupo, ndo abrem mao de té-los em suas
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proprias farmécias caseiras, por confiarem no conhecimento repassado a elas ao
longo de geragdes e afirmam que “sempre usam remédio natural e s6 recorrem aos
de farmacia caso o problema néo seja solucionado com os caseiros”. As informagdes
colhidas na comunidade enfatizam as alega¢des de uso das plantas associadas a
determinados sintomas de adoecimento.

A prospeccgao de plantas medicinais utilizadas como recurso terapéutico pela
populacdo quando realizada no ambito das Ciéncias Farmacéuticas, combinando
elementos da Assisténcia Farmacéutica com elementos da cultura popular e o
conhecimento associado aos recursos naturais, caracteriza-se como levantamento
etnofarmacéutico cujo foco inclui a preparacdo do remédio e a sua relacdo com o
usuario, buscando identificar problemas relacionados a utilizacdo das plantas e
orientar para o0 uso seguro e eficaz desses recursos terapéuticos (BARBOSA et al,
2011).

De acordo com o estudo realizado por Monteiro et al (2012), foi verificado pela
equipe do PSF Maruda que as doencas classificadas como enddcrinas, nutricionais
ou metabdlicas estdo entre as que ocorreram com mais frequéncia no distrito no ano
de 2010. Dentre essas enfermidades esta o diabetes mellitus, que é tratado
empiricamente na localidade com a utilizacdo de véarias espécies vegetais, sendo que
as mais citadas foram Bauhinia monandra Kurz, que é matéria prima utilizada na
preparagdo do remeédio artesanal denominado “Tintura de pata de vaca’;

Chrysobalanus icaco L. e Syzygium cumini (L.) Skeels.

2.4. Bauhinia monandra Kurz

A familia Leguminosae € uma das mais importantes no reino vegetal, com
abundante niumero de géneros e espécies distribuidos nas suas trés subfamilias,
Mimosoideae, Papilionoideae e Caesalpinioideae (Engler, 1964). Nesta ultima esta
presente o0 género Bauhinia, encontrado principalmente em areas tropicais,
constituido por cerca de 250 espécies (Cronquist, 1981) sendo que, segundo Vaz &
Tozzi (2005) 200 delas séo brasileiras, comumente conhecidas nas diversas regides
do Brasil como pata-de-vaca, unha-de-vaca, unha-de-boi, mirord, unha-de-anta,

mororo, casco-de-vaca, pata-de-burro, entre outras.
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A espécie Bauhinia monandra Kurz, conhecida popularmente na Amazonia
como "pata-de-vaca", possui grande valor econémico, e € utillizada com fins
ornamental, forrageiro e principalmente medicinal (VIEIRA, 1992; MARTINS et al.,
1995; FERNANDES et al, 2012). E uma arvore de pequeno porte, mas pode atingir
até 9,0 metros de altura, possui pequenos ramos pendentes, folhas alternadas
compostas por dois foliolos unidos pela base, glabras (sem pelos) e ovais de
tamanhos variados, divididas no centro da metade para cima e provida de aculeos
gémeos na axila foliar. O fruto € um legume reto (Figura 3), ligeiramente encurvado
nas extremidades, simples, seco e de deiscéncia eldstica. Quando maduro possui
margens de coloracdo castanha, quase negra e no centro, sob os nucleos seminiferos,
castanha escura; quando imaturo apresenta-se de cor verde (ILKIU-BORGES e
MENDONCA, 2009).

A B. monandra Kurz apresenta flores r6seas ou brancas que possuem apenas
um estame, sendo essa a caracteristica que nomeou a espécie (Figura 4). A B.
forticata apresenta flores brancas e as outras espécies de Bauhinia apresentam flores
brancas, réseas ou amarelas de tamanhos variados, sdo compostas por pétalas com
tamanho semelhante ou menor que o calice (SILVA e CHECHINEL FILHO, 2002).

e

. T e
Figura 3 - Ramos com frutos (legume) de Bauhinia monandra Kurz.
Fonte: http://luirig.altervista.org/schedenam/fnam.php?taxon=Bauhinia+monandra

Figura 4 - Ramos floridos (A) e folha (B) de Bauhinia monandra Kurz.
Fonte: LAFQ.
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Os indios brasileiros, bem como os nativos de outros paises sul-americanos,
utilizavam as folhas do vegetal como cicatrizante, 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 anti-inflamatoria
também foram mencionadas (ALONSO, 2000).

Na medicina popular, a infusdo das folhas desta espécie é utilizada
predominantemente no tratamento do diabetes mellitus, sendo ainda empregada
como agente diurético, ténico e depurativo (PIZZOLATTI et al., 2003).

Na literatura cientifica, o género Bauhinia é frequentemente mencionado
devido a sua acédo hipoglicemiante, ja que suas folhas sdo amplamente utilizadas na
medicina popular principalmente sob a forma de ch@, por possuirem ac¢des diurética e
antidiabética. Sdo empregadas como recurso terapéutico na medicina popular em
vérias regiées do mundo, incluindo Africa, Asia e Américas Central e do Sul (SILVA e
CHECHINEL FILHO, 2002; LAMEIRA e PINTO, 2008).

As principais atividades farmacologicas estudadas foram: antidiabética (B.
divaricata, B. candicans, B. monandra, B. variegata, B. forficata, B. cheilantha e B.
megalandra); antimicrobiana (B. splendens, B. manca, B. rufescens e B. forficata);
anti-inflamatéria (B. forficata e B. guianensis); e analgésica (B. splendens) (SILVA e
CECHINEL FILHO, 2002). Muitos compostos ja foram identificados no género,
principalmente o grupo dos flavonoides, seguidos por terpenoides e esteroides (SILVA
e CECHINEL FILHO, 2002).

Argolo et al (2004), demonstram que o0s extratos cloroférmicos e acetato de
etila das folhas de B. monandra Kurz contém compostos com significantes efeitos
antioxidantes (flavonoides e esteroides). J4 o extrato etandlico apresentou atividade
hipoglicemiante em ratos com diabete tipo 2 induzida e acredita-se que essa atividade
esteja relacionada com a forte acdo antioxidante demonstrada nos experimentos.
Fernandes et al. (2012) detectaram a presencga de rutina no extrato hidroetandlico das
folhas de B. monandra.

Bauhinia forticata Link é a espécie que apresenta maior nimero de estudos
referentes a atividade hipoglicemiante. Seus principais constituintes quimicos séo

esterdis, flavonoides (canferol, rutina e quercetina), terpenoides, alcaloides, colina,
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trigonelina, cumarina, acidos orgéanicos e sais minerais (SILVA e CHECHINEL, 2002,
LAMEIRA e PINTO, 2008).

Varios estudos pré-clinicos evidenciam a atividade hipoglicemiante das folhas
de B. forficata, atribuindo-a aos glicosideos flavonoidicos, canferélicos e
quercetinicos, e, em particular, ao 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilcanferol (canferitrina),
marcador quimico presente apenas nas folhas (PEPATO et al., 2002; JORGE et al.,
2004; SOUZA et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2004; CAZAROLLI et al., 2006;
MENEZES et al., 2007; ENGEL et al., 2008; DA CUNHA et al., 2010).

2.5 Metabolismo vegetal

O conjunto de processos e substancias quimicas que ocorrem no interior das
células de um organismo vivo denomina-se metabolismo e pode se dividir em primario
e secundario, dependendo da funcdo desempenhada por ele. Metabolismo primario é
aguele gue reune processos e substancias essenciais a vida e a reproducdo do
organismo, tais como a respiracdo, a fotossintese e o transporte de solutos, e
carboidratos, lipideos, acidos nucleicos, entre outros. No metabolismo secundario, sao
sintetizadas as substancias que, em principio, ndo possuem funcéo essencial, porém
sdo responsaveis pela protecdo do vegetal contra diversos fatores. Por isso o
metabolismo secundario exerce um papel importante na interacédo quimica das plantas
com o meio ambiente, portanto sua biossintese é frequentemente afetada pelas
condi¢cBes ambientais (DI STASI, 1996; GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Dentre os fatores ambientais que influenciam a composi¢do dos metabdlitos
secundarios estdo a sazonalidade, ritmo circadiano, fase de desenvolvimento da
planta, disponibilidade hidrica, nutrientes, radiacdo ultravioleta, poluicdo, altitude e
inducao por estimulos mecanicos ou ataque de patogenos. (GOBBO-NETO e LOPES,
2007).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos,
compostos fendlicos e alcaloides, cujas vias biossintéticas estdo representadas na

Figura 8.
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Figura 5 - Esquema mostrando as principais vias do metabolismo secundario (Adaptado de: SIMOES
et al, 1999; PERES, 2007).

2.6 Compostos fendlicos

Parte dos compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico. Séao
responsaveis pelo sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais. Essa classe de
substancias é responsavel pela protecdo das plantas contra os raios ultravioleta,
insetos, fungos, virus e bactérias. A protecdo contra a fotodestruicdo proporcionada
por esses compostos € devida a sua propriedade de absorver ou dissipar a energia
solar, principalmente devido a conjugacéo de suas ligacGes duplas. Quimicamente
sdo substancias que possuem pelo menos um anel aromético no qual, ao menos, um
hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (PERES, 2007; GOBBO-NETO
e LOPES, 2007).

A biossintese dos compostos fendlicos ocorre a partir da combinacédo de uma
unidade do &cido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste.

O acido chiquimico é formado pela condensacéo alddlica de dois metabdlitos

da glicose, eritrose-4-fosfato e o fosfoenolpiruvato (SIMOES et al, 1999).

2.6.1 FLAVONOIDES

Em 1930, o bioquimico hungaro e prémio Nobel, Albert Szent-Gyoérgy,

descobriu os flavonoides quando extraiu a citrina da casca do liméo e percebeu nessa
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substancia a capacidade de regulacao da permeabilidade dos capilares. Esta classe
de compostos participa da fotossintese na fase dependente de luz, durante a qual
catalisam o transporte de elétrons. Desempenham um papel fundamental no
organismo humano atuando na protecdo contra agentes oxidantes como, por
exemplo, os raios ultravioleta, a poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes
nos alimentos, entre outros; também atuam como agentes terapéuticos em varias
patologias (SILVA, 2007). Os flavonoides formam um grupo de pigmentos naturais,
amplamente distribuidos em angiospermas e gimnospermas. Estdo presentes em
frutas, raizes, folhas e caules. S&o atribuidas aos flavonoides diversas atividades
biolégicas, tais como cardioprotetora e hipoglicemiante. Foi comprovado que,
dependendo de sua concentracdo no vegetal, alguns flavonoides como a quercetina
aumentam a liberacdo de insulina das ilhotas de Langerhans (KOSHY,
VIJAYSLAKSHMI et al., 2001).

Os flavonoides possuem uma unidade basica de 15 carbonos que consiste de
dois anéis aromaticos hidroxilados (anel A e B) unidos por trés carbonos que formam

um sistema fenil benzopirano, com um anel heterociclico (anel C), como pode ser visto

'™
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o)

na Figura 6.

Figura 6 - Estrutura quimica basica dos flavonoides (Adaptado de: ANGELO e JORGE, 2007).

Variagbes na constituicdo do anel C resultam em importantes classes de
flavonoides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas),
isoflavonas e antocianidinas (Figura 7). Substituicbes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides (ANGELO; JORGE,2007).
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Figura 7 - Estruturas das classes basicas de flavonoides (Fonte: COUTINHO et al, 2009).

Por possuirem estrutura ideal para o sequestro de radicais livres, os
flavonoides possuem atividade antioxidante. A acdo pode ser determinada por cinco
fatores: reatividade como agente doador de H* e elétrons; estabilidade do radical
flavonoil formado; reatividade frente a outros antioxidantes; capacidade de quelar
metais de transicdo, solubilidade e interacdo com membranas. De modo geral,
quanto maior o niumero de hidroxilas, menor a atividade como agente doador de H* e
elétrons. Flavonoides monohidroxilados apresentam atividade muito baixa, por
exemplo a 5-hidroxi-flavona, que tem atividade néo detectavel. Entre os flavonoides
dihidroxilados destacam-se os que possuem o sistema catecol (3’,4’- dihidroxi) no
anel B. Os flavonoides com mdltiplas hidroxilas como a quercetina, miricetina,
luteolina, rutina, entre outros, possuem forte atividade antioxidante (BARREIROS et
al., 2006).
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Figura 8: Estrutura quimica da rutina. (Fonte: http://www.liberato.com.br)
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A rutina € um flavonoide pertencente a subclasse dos flavonois que se destaca
devido as suas vérias atividades farmacologicas, dentre elas, a agao hipoglicemiante.
E encontrada em diversas fontes alimentares, bebidas e plantas (FERNANDES et al.,
2012). Foi uma das substancias detectadas nas amostras analisadas no presente

estudo e sua estrutura esté representada na figura 8.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

A partir das andlises farmacognostica e fitoquimica do remédio artesanal
“Tintura de Pata-de-vaca” produzido pelo Grupo de Mulheres Erva Vida em Maruda-
PA e de derivados da Bauhinia monandra Kurz, usada na sua preparacéao, valorizar o
saber local e qualificar o remédio e a espécie vegetal, como potencial fitoterapico

oficial.

3.2 Objetivos especificos

» Descrever as caracteristicas morfoanatbmicas e a microguimica das
folhas de Bauhinia monandra Kurz,

» Realizar a abordagem fisico-quimica da espécie vegetal,

» Delinear o perfil fitoquimico do extrato etandlico das folhas da espécie
vegetal e do remédio artesanal;

» Realizar o controle de qualidade microbiolégico do remédio artesanal;

» Tracar o perfil cromatografico por CLAE-DAD do extrato hidroetandlico
das folhas de Bauhinia monandra Kurz e do remédio artesanal “Tintura de Pata-de-
vaca’;

» Caracterizar a presenca de flavonoides na espécie vegetal em estudo e
no remédio artesanal;

» Comparar os perfis do extrato hidroetanélico de Bauhinia monandra Kurz

e do remédio artesanal “Tintura de Pata-de-vaca” em relacéo a flavonoides.



30

4 MATERIAL E METODOS



31
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Figura 9 - Fluxograma das atividades relatadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 MATERIA PRIMA VEGETAL

Para este trabalho foram utilizadas folhas jovens e adultas de Bauhinia
monandra Kurz. O material vegetal foi obtido com o Grupo de Mulheres Erva Vida.
Foram obtidos aproximadamente 1,2 Kg de ramos completos com folhas, flores

e frutos de B. monandra.
4.1.2 REMEDIO ARTESANAL “TINTURA DE PATA-DE-VACA” (RATP)

O remédio artesanal foi preparado e fornecido pelo Grupo de Mulheres Erva

Vida, sendo utilizado o volume de 1L para as analises.
4.1.3 SOLVENTES, REAGENTES E SOLUC}@ES

Foram utilizados: acetato de etila, acido cloridrico concentrado, acido cloridrico
5 %, peroxido de hidrogénio, agua ultrapura, alcool etilico absoluto 96° GL, alcool
etilico a 70 %, azul de toluidina 1 %, n-butanol, cloroférmio, diclorometano,
dimetilsulféxido (DMSO), éter etilico, hexano, magnésio em raspas, metanol, etanol,
reativo de Pascova, reativo de Fehling A e B, reativo de Bouchardat, reativo de
Dragendorff, reativo de Mayer, reativo de Kedde, “Natural products-polyethylene glycol
reagent” (NP/PEG), solucdo de anisaldeido, solucédo de hidroxido de aménio, lugol,
solucéo aquosa de ninhidrina a 1 %, solucéo alcoolica de cloreto férrico a 1 %, solucéo
aguosa de vanilina a 1 %, rutina hidratada R5143 Sigma-Aldrich®.

Todos os solventes utilizados possuem grau de pureza P.A., de marcas

disponiveis no mercado nacional.

4.1.4 EQUIPAMENTOS

Os seguintes equipamentos foram utilizados: balanca analitica modelo BK 500
(GEHAKA); alcobmetro de Gay Lussac; balanca analitica FA2104N (Bioprecisa),
agitador eletromagnético para peneiras (Bertel), forno mufla modelo 355 (ENGRO),
analisador de umidade por infravermelho (GEHAKA IV 2000), fotomicroscopio modelo

ZEISS Axiolab acoplado a camera digital do modelo Moticam 2300 3.0 MPixel Live
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Resolution, cromatografo Agilent 1260 Infinity equipado com Diode Array Detector
(DAD) e ao Evaporator Lights Scattering Detector (ELSD), fabricado por Agilent

Technologies.

4.2 Métodos

As atividades foram desenvolvidas no Laboratorio de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LACREM) e no Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento Farmacotécnico, ambos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal do Para e estéo representadas no fluxograma mostrado na
figura 9 (p. 30).

4.2.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas frescas da espécie investigada neste trabalho foram processadas
separando-as dos galhos, descartando as que estavam deterioradas, manchadas e
com sinal de ataque por insetos ou fungos e foram, em seguida, lavadas com agua
corrente para remocao de sujeiras e também com alcool etilico a 70 %, para
desinfeccdo e para retardar o metabolismo (KRAUS, 1997). Apds esta etapa, o
material vegetal foi seco por trés dias a temperatura ambiente sobre papel absorvente.
Feita essa desidratacdo prévia, o material vegetal foi colocado em estufa de ar
circulante a uma temperatura média de 40 °C (+ 5 °C) por um periodo de sete dias. As
folhas secas retiradas da estufa foram trituradas em moinho de facas e assim obteve-
se a droga vegetal.

A partir do material coletado também foram confeccionadas exsicatas
encaminhadas para identificacdo botanica no Instituto Agronémico do Norte (IAN), da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA) em Belém-PA.

4.2.2 ANATOMIA E MICROQUIMICA VEGETAL

Folhas maduras foram separadas e tiveram o limbo dividido em trés regides:
terco superior, mediano e inferior a partir do pedunculo. Os tergcos superior e inferior
foram desprezados e nos tercos medianos promoveu-se uma subamostragem, com
aproximadamente 9,0mm? de area (KRAUS, 1997).
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Para caracterizagdo anatomica, foram utilizadas folhas inteiras e frescas que
foram completamente expandidas, posteriormente hidratadas em &agua destilada e
seccionadas nas regifes do limbo, da nervura central e da margem. Os cortes do
material vegetal foram feitos a méo livre usando lamina de aco, no sentido transversal
e colocados em agua destilada para, posteriormente, serem clarificados com
hipoclorito de so6dio 20 %. Os cortes foram corados com azul-de-Astra seguido de
fucsina basica, montados em laminas com glicerina a 50 %, cobertos com laminula e
vedados com esmalte incolor (KRAUS, 1997). Foram obtidas fotomicrografias para
ilustracdo das caracteristicas anatdmicas.

Para os testes microquimicos, os cortes foram clarificados com hipoclorito de
sédio a 50 % e lavados com agua destilada. Em seguida, foram aplicados sobre eles
0s reagentes referentes a cada teste (quadro 1), sendo o excesso retirado com papel
de filtro finalizando a montagem da lamina com glicerina 50% cobrindo-se com

laminula e vedando com esmalte incolor, segundo técnica descrita por Kraus (1997).

Quadro 1 - Reagentes utilizados nos testes microquimicos

METABOLITO REAGENTE AUTOR
Alcaloides Dragendorff Costa, 1982
Amido Lugol Kraus & Arduin, 1997
Antraguinonas KOH 5% Costa, 1982
Flavonoides KOH 5% Costa, 1982
Compostos Fendlicos | Cloreto Férrico 10% Johansen, 1940

4.2.3 ABORDAGEM FiSICO-QUIMICA DA DROGA VEGETAL

4.2.3.1 Perda por dessecacao do material vegetal ou teor de umidade (Farmacopeia
Brasileira 52 ed, 2010).

A amostra foi submetida & secagem direta por radiacdo infravermelha. O
procedimento realizado € um método oficial que diminui o tempo de analise e fornece
resultado imediato, visto que o equipamento é composto de uma balanca com
aguecimento por radiacéo infravermelha e um programa que processa 0s dados e
emite o resultado.

Foram pesados 2,0 g de droga vegetal e distribuidos de maneira uniforme no

coletor de aluminio. Para determinag&o programou-se o tempo de 5 minutos e 105 °C
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a temperatura de secagem. O resultado em teor percentual de umidade foi calculado
e mostrado no display do aparelho.

4.2.3.2 Distribuicdo granulométrica da droga vegetal (Farmacopeia Brasileira 52 ed,
2010).

Uma aliquota de 25 g de droga vegetal foi pesada e transferida para o topo de
um conjunto de tamises com as seguintes aberturas de malha 1.700, 710, 355, 250,
180 e 125 pm; distribuindo-se uniformemente o p6. O conjunto de tamises foi tampado
e agitado por 15 minutos com vibracao alta. Apds este tempo, cada tamis e o coletor
foram pesados e foi calculado o percentual de p6 retido em cada recipiente. A analise

foi realizada em triplicata.

4.2.3.3 Determinacéo de cinzas (Farmacopeia Brasileira 52 ed, 2010).

Para essa analise, 3,0 g da droga vegetal foram pesados e transferidos para
cadinhos de porcelana previamente calcinados, resfriados e pesados. As amostras
foram distribuidas uniformemente nos cadinhos e incineradas a 450 °C em mufla por
2 h. ApoOs resfriamento em dessecador, as amostras foram pesadas em balanca
analitica. O procedimento foi repetido a cada 2 horas até a obtencdo de peso
constante. A porcentagem de cinzas foi calculada em relacéo a droga vegetal usada

NO Processo.

4.2.4 PREPARACAO DAS TINTURAS E OBTENCAO DOS EXTRATOS
CONCENTRADOS.

Como processo extrativo para a preparo da tintura foi utilizada a maceracéo.
Aproximadamente 250 g de droga vegetal foram macerados por 7 dias em frasco de
vidro, devidamente fechado, usando-se como liquido extrator etanol 70 % na
proporcdo 1.5 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Durante todo o processo de
maceracdo, 0 material esteve ao abrigo da luz, em temperatura ambiente e foi
periodicamente agitado. ApGs 7 dias, a tintura foi filtrada e concentrada em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida, obtendo-se o extrato hidroetandlico concentrado
(EHC).
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O remédio artesanal “Tintura de Pata-de vaca” (RATPV) foi preparado pelas
mulheres erveiras do Grupo Erva Vida, utilizando 200 g de folhas secas trituradas para
1 L de aguardente de cana, a preparacdo foi macerada por 15 dias e mantida em
ambiente escuro sendo periodicamente agitada. Apds essa etapa, foram adicionados
500 mL de agua potavel, a mistura foi filtrada e envasada em frascos. Apds este
processo, 1 L do remédio artesanal foi concentrado em evaporador rotativo sob baixa

presséo, obtendo-se o extrato concentrado (EC).

4.2.5 CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DO RATPV

O controle de qualidade microbiolégico foi realizado usando-se a metodologia
adaptada por PINTO et al (2010). No procedimento, foi inoculado assepticamente 1,0
mL da RATPV em tubos de ensaio contendo 9,0 mL de caldo lactose. Em seguida,
foram realizadas mais duas diluicées (1:100 e 1:1000) obtendo-se assim 3 tubos de
ensaio identificados como 101, 102, 10-3. Apés a homogeneizagdo, 0,1 mL de cada
diluicdo foi semeado em placas de Petri estéreis previamente preparadas com agar
Sabouraud e agar aspergillus para o crescimento de fungos e leveduras e &gar
nutriente para bactérias. A semeadura em superficie foi realizada em triplicata e
homogeneizada com alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 25°C por 7 dias

em estufa de BOD para fungos e 35°C por 2 dias em estufa bacteriolégica.

4.2.6 PROSPECCAO FITOQUIMICA PRELIMINAR

Segundo o Manual para Analise Fitoquimica e Cromatografica de Extratos
Vegetais (BARBOSA et al., 2001), realizou-se a prospeccao fitoquimica preliminar em
EHC e no RATPV concentrado. As seguintes classes metabdlicas foram pesquisadas:
saponina, acidos organicos, esteroides e triterpenos, azulenos, glicosideos cardiacos,
flavonoides, derivados de benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas,
sesquiterpenolactonas, purinas, alcaloides, agucares redutores, polissacarideos,

fendis e taninos, proteinas e aminoacidos e catequinas.

4.2.7 FRACIONAMENTO
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Dez gramas do EHC, contendo substancias de variadas polaridades, foi
submetido a particdo solido-liquido, com solventes de polaridade crescente: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol que, apés a evaporacdo, resultaram nas
fracbes hexanica (FH), cloroformica (FC), acetato de etila (FAE), metandlica (FM) e

também na fracdo residual (FR).

4.2.8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Para andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), foram utilizados
dois tipos de placas cromatograficas: manufaturadas e as industrializadas. As placas
manufaturadas, utilizadas para as analises preliminares, foram preparadas aplicando-
se uma suspensao de gel de silica 60 (MERCK®) em agua destilada, na proporcao de
1:2 (p/v) sobre placas de vidro de dimensées 10,0 x 5,0 cm, obtendo-se 0,25 mm de
espessura com auxilio de um espalhador manual. ApGs o preparo, as placas foram
deixadas em repouso por cerca de seis horas a temperatura ambiente e depois
ativadas em estufa a 120°C por aproximadamente 30 minutos.

As placas padronizadas, utilizadas para documentacgédo, sédo de gel de silica 60
F254 com indicador de fluorescéncia (MERCK®), espessura da camada de 0,2 mm e
tamanho da placa 20,0 x 20,0 cm.

A visualizacao das bandas foi realizada através de métodos fisicos (luz visivel
e luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm e por derivatizagdo com
0s seguintes reveladores: solucdo de anisaldeido sulfarico (reagente geral), solucdo
de cloreto férrico e NP/PEG (reagentes especificos).

As amostras (EHC e frac6es) e RATPV concentrado foram aplicadas sobre as
cromatoplacas na forma de solu¢cdo metandlica na concentracdo de 10 mg/ mL, e
eluidas em cubas cromatogréficas saturadas com a fase movel de escolha. Foram
empregados os seguintes eluentes: hexano/acetona, nas propor¢des (80:20), (75:25),
(70:30); cloroférmio/metanol (90:10) e cloroférmio/metanol/agua (75:20:5) e acetato
de etila/acido acético glacial/acido férmico/agua (100:11:11:26) (WAGNER e BLADT,
2001).

4.2.9 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
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EHC foi analisado por CLAE na concentragéo de 1mg/mL, assim como a rutina,
substancia padréo, e RATPV foi analisado na concentrag&o original. Para localizar o
pico correspondente a rutina, foi realizada a co-injecao de 100ug do padrdo rutina
(Sigma-Aldrich®) dissolvidos em 1mL do RATPV.

As analises foram realizadas em um cromatografo liquido com inje¢cdo manual
de 20 pL. O monitoramento da analise foi feito a 257 nm. Foi utilizada uma coluna de
fase reversa Agilent C18, 150 mm x 4.6; e diametro de particula de 5 ym. A fase moével
foi constituida de metanol (A) e agua neutra (B), preparada diariamente, filtrada e
degaseificada por ultrassom antes do uso. A composicdo do eluente, em gradiente,
inicia-se com 30 % de B, 40% de B em 10 minutos, 40% de B em 20 minutos, 100%
de B em 60 minutos e apds 5 minutos retornou a condicao inicial, tendo fluxo de 1 mL/
min (tabela 1). A coluna esteve a 26 °C (£1°C) durante a andlise e o volume de injecao
foi de 20 yL. O DAD foi utilizado para registro dos cromatogramas e dos espectros
U)VA

Tabela 1: Variacao da composicao do eluente em relagdo ao tempo de analise

Tempo (min) % A %B
0 70 30
10 60 40
20 60 40
60 0 100

65 70 30
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacdo botanica

De acordo com o laudo emitido pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA, a espécie vegetal foi identificada como: Bauhinia
monandra Kurz (anexo I). A exsicata foi depositada no herbario do Instituto

Agronémico do Norte (IAN) sob o nimero 189292.

5.2 Descri¢cdo anatdmica

Borges et al. (2009) descreve a espécie com |amina foliar bifoliolada, simétrica
e de consisténcia herbacea, com superficies adaxial glabra e abaxial pilosa. Ambas
as faces da folha séo recobertas por cera epicuticular em forma de placas que se
agrupam formando estruturas estreladas. A cera € mais conspicua na face abaxial. A
face adaxial da epiderme é totalmente desprovida de tricomas, enquanto que na
abaxial ocorrem tricomas tectores alongados de diversos tamanhos, distribuidos sobre
todo o limbo e com maior freqiiéncia sobre as nervuras. O padrao de nervagéo € do
tipo actinodromo. Cada foliolo possui cinco nervuras primarias, que saem radialmente
do mesmo ponto e convergem nos bordos para formar a nervura marginal. A nervura
da regido de fusédo dos foliolos € considerada como nervura central da folha e
apresenta menor calibre em relacdo as nervuras primarias do foliolo. As nervuras

secundarias sdo curvadas e conectam-se as primarias (figura 10).

Figura 10- Face adaxial da folha de B. monandra mostrando o padrdao de nervacado. Nervura

central (A), nervuras primarias (B). Fonte: LAFQ.
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Na regido da nervura central, a sec¢do transversal da folha mostra células
epidérmicas arredondadas com tamanho reduzido, em relacdo ao restante do limbo,
muitas dessas, contendo compostos fendlicos. Camadas de colénquima estédo
presentes nos angulos, entre o mesofilo e a nervura, internamente a epiderme da face
adaxial e em faixa descontinua na face abaxial. A figura 11 mostra que a maior parte
da regido cortical da nervura central € parenquimatica, composta de células
arredondadas com alguns idioblastos fendlicos. Uma bainha bastante extensa de
fiboras envolve completamente o feixe vascular, sendo seguida internamente, por
parénquima. O xilema e floema estéao dispostos em arco com o xilema voltado para a
face adaxial e o floema para a abaxial. O parénquima vascular também possui
idioblastos fenolicos. Graos de amido séo encontrados em abundéancia nas células do
mesofilo, envolvidos por membranas proteicas no interior das células parenquimaticas

(figura 11).

Figura 11: Fotomicroscopia da folha de Bauhinia monandra Kurz, corte transversal. Nervura central: (C)

cuticula; (PP) parénguima pali¢adico; (X) xilema; (F) floema,; (T) tricoma tector.

5.3 Anélise microquimica das folhas

O reagente Dragendorff em contato com os cortes clarificados em hipoclorito
de sédio conferiu cor castanha as células parenquimaticas dos tecidos palicadico e
lacunoso, destacando-se a coloracao intensa do primeiro tecido, além de corar as

células parenquimaticas da nervura central, este tipo de reacdo indica a presenca de
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alcaloides nesses tecidos (figura 12 A). De acordo com Domingez (1973), os
alcaloides em contato com essa substancia adquirem cor laranja ou marrom, ja que
este € um grupo heterogéneo e fisiologicamente ativo e sua variabilidade possui
consideravel valor taxonémico.

O KOH 5% reagiu corando em violeta o parénquima pali¢cadico (figura 12C).
Domingez (1973) relata que a cor violeta ou vermelha indica a presenca de compostos
antraquindnicos, ja os flavonoides coram-se de amarelo alaranjado ou escurecido, 0s
referidos autores lembram que heterdsidos flavonicos e compostos antraquinénicos
localizam-se dissolvidos, principalmente, no citoplasma de células parenquimatosas e
acrescentam que o método de utilizagcdo de KOH né&o é especifico e pode originar
outras coloracdes referentes a outras substancias como taninos.

O teste com lugol resultou positivo, 0 que revela a presenca de grdos de amido
esparsamente distribuidos entre as células parenquiméticas (figura 12 B). De acordo
com Meyer et al. (1965) e Costa (1994), os grdos de amido embora variem em
tamanho e numero, apresentam forma praticamente constante a uma determinada
espécie, sendo por isso importantes para a sua identificacao.

O cloreto férrico reagiu apenas nos cortes que ndo passaram pelo processo de
clarificacdo em hipoclorito de sédio nas células do parénquima palicadico onde, em
contato com o reagente, apresentaram-se enegrecidas (figura 12 D) conforme a
reacao descrita como positiva para compostos fendlicos segundo Kraus & Arduin
(1997).

Todos os testes microquimicos realizados confirmam a analise fitoquimica, em

ambos se encontram as mesmas classes de metabdlitos.

Quadro 2: Resultado dos testes microquimicos

Limbo Nervura Central Margem
Alcaloides = + +
Amido + + +
Antraquinonas + + +
Flavonoides + + +
Comp. Fendlicos + + +
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Figura 12- Fotomicroscopia dos testes microquimicos positivos em B. monandra (nervura central)
Fonte: LAFQ. A: alcaloides, B: amido, C: antraquinonas, D: compostos fendlicos.

5.4 Abordagem fisico-quimica das drogas vegetais

5.4.1 PERDA POR DESSECAQAO DO MATERIAL VEGETAL OU TEOR DE
UMIDADE.

A droga vegetal pulverizada apresentou teor de umidade 8,38 %. Esta analise
€ de fundamental importancia para avaliar a capacidade de conservacdo e
armazenamento da matéria-prima vegetal, pois a umidade é o principal fator para o
desenvolvimento de micro-organismos. O resultado encontrado apresenta-se dentro
dos parametros preconizados pela Farmacopeia Brasileira (2010), que admite valores
até 14 %.

5.4.2 DETERMINACAO GRANULOMETRICA DO PO DA DROGA VEGETAL

A andlise granulométrica do material vegetal pulverizado € um parametro muito
importante, uma vez que a granulometria da droga vegetal influencia diretamente na
eficiéncia do processo extrativo. Esse parametro é condicionado pelo processo de
trituracdo ou moagem do material vegetal. Apds a tamisacdo do pd das folhas,
constatou-se que as particulas passaram em sua totalidade pelo tamis com abertura
nominal de malha de 355 um e menos de 40 % do po (7,2 g) passaram pelo tamis
com abertura nominal de malha de 180 um, caracterizando-o como po de

granulometria semifina.
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5.4.3 DETERMINACAO DE CINZAS TOTAIS

A amostra submetida a essa analise apresentou teor de cinzas totais de 13,1
%, 0 que corresponde a quantidade de substancias ndo volateis resistentes ao
processo de incineracgéo. Os valores encontrados estéo de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (2010).

5.5 Controle de qualidade microbiolégico do RATPV

Apos o periodo de incubacao, ndo foi observado crescimento microbiano em todas as

placas e tubos utilizados no ensaio (figuras 13 e 14).

Figura 13- Placas utilizadas para o controle microbiolégico do RATPV. A: meios de cultura agar
sabouraud (AS), 4gar aspergillus (AA) e agar nutriente (NA); B: placa com meio AN utilizada como
controle negativo.

Figura 14- Resultado do controle de qualidade microbioldgico do RATPV. A: placas com meios de
cultura agar sabouraud (AS), agar aspergillus (AA) e agar nutriente (AN) sem crescimento microbiano;
B: tubos com caldo lactose sem crescimento microbiano.
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5.6 Rendimento do extrato hidroetandlico concentrado (EHC)

A selecao do material vegetal forneceu 975,65 g de folhas de B. monandra,
gue depois de secas e moidas renderam 402,25 g. Apés a extracao de 250 g de droga
vegetal e concentracao do extrato, obteve-se 42,9 g de EHC que correspondem a 17,2
% em relacéo a droga.

5.7 Prospeccao fitoquimica preliminar

As classes de metabdlitos demonstradas no quadro 3 foram detectadas nos
testes fitoquimicos, no Remédio Artesanal “Tintura de Pata-de-vaca” (RATPV) e no

extrato hidroetandlico concentrado (EHC).

Quadro 3: Classes de metabdlitos detectadas na abordagem fitoquimica preliminar para RATPV e
para B. monandra.

CLASSES DE METABOLITOS RATPV B.monandra
Saponinas - -
Acidos organicos + +
Esteroides e triterpenos i i
Azulenos - -
Glicosideos cardiacos = -
Flavonoides + +
Derivados de Benzoquinonas, + +
Naftoquinonas e
Fenantraquinonas.
Sesquiterpenolactonas + +
Purinas = =
Dragendorff + +
Alcaloidesy Bouchardat 4 4
Mayer + +
Acucares redutores + +
Polissacarideos - -
Fendis e taninos + +
Proteinas e Aminoacidos - -
Catequinas + +

As classes de metabdlitos detectadas foram: acidos organicos, esteroides e
triterpenos, flavonoides, derivados de benzoquinonas, naftoquinonas e

fenantraquinonas, sesquiterpenolactonas, alcaloides, acgucares redutores, fendis e
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taninos e catequinas. A presenca desses compostos foi referida por Macedo et al
(2008) e por Aguiar (2010).

Em EHC, bem como na tintura artesanal, ndo foi detectada a presenca de
saponinas ou azulenos, o que esta de acordo com Silva e Cechinel Filho (2002), em
trabalhos publicados sobre o género Bauhinia.

As analises para deteccao de acidos organicos, derivados de benzoquinonas,
naftoquinonas e fenantraquinonas e de sesquiterpenolactonas, apresentaram reacao
positiva em EHC assim como na tintura artesanal. O estudo de Macedo et al. (2008),
refere a presenca desses metabolitos no extrato aquoso das folhas B. monandra.

O extrato hidroetandlico apresentou resultado positivo para alcaloides. Os
alcaloides estdo presentes nos extratos aquosos e etandlicos das folhas dessa
espécie vegetal (JARDIM, SILVA e COSTA-NETO, 2005; MACEDO et al, 2008).

Os taninos, substéncias de natureza fendlica e hidrossoluveis, foram
detectados no extrato etandlico concentrado das folhas de B. monandra (SIMOES et.
al, 2001).

Os esteroides ou triterpenos constituem os 6leos essenciais ou volateis. Esses
metabdlitos foram detectados no extrato concentrado da espécie em estudo, o que

esta de acordo com Macedo et al (2008).

5.8 Fracionamento de EHC

O alto rendimento da fragcdo preparada com metanol, indica que o preparado €
rico em substancias de mais alta polaridade. Os valores estéo representados na tabela
3.

No fracionamento, observou-se a ocorréncia de material insolavel, que foi
recolhido e denominado fracéo residual. As fragdes foram analisadas por CCD.

O rendimento total do processo (98,2%) mostra a eficiéncia da técnica quando

bem executada.

Tabela 2- Rendimento obtido com o fracionamento do EHC.

B.monandra
FRACOES Massa () %
FH 1,71 17,10
FC 0,32 3,20
FAE 0,19 1,90
FM 2,25 22,50
FR 5,35 53,50

TOTAL 9,82 98,2
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5.9 Andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os eluentes cloroférmio/metanol (90:10) e cloroférmio/metanol/agua (70:25:05)
Nao proporcionaram cromatogramas com boa resolugéo.

A fase mével que se mostrou mais adequada para a analise dos componentes
de baixa e média polaridade é composta de hexano e acetona (70:30; v/v) por ter
proporcionado melhor resolucdo do cromatograma, com as bandas posicionadas no
terco médio da cromatoplaca em todas as amostras (Rf entre 0,36 e 0,55), conforme
est4 ilustrado na Figura 15.

As fracdes cloroférmica e acetato de etila mostraram-se mais promissoras pois

apresentaram forte reacdo com o cloreto férrico, sugerindo conter flavonoides.

Rf 0,55

Rf 0,47
Rf 0,42
Rf 0,36

Figura 15- Cromatograma de B. monandra sob luz visivel, hexano/acetona 70:30. (EC) extrato
concentrado, (FH) fracao hexanica, (FC) fracdo cloroférmica, (FAE) fracdo acetato de etila, (FM) fracao
metandlica.

A fragcdo acetato de etila apresentou bandas com Rf 0,36; 0,42; 0,47 e 0,55;
melhor visualizadas sob luz ultravioleta em comprimento de onda de 254nm, o0 que

sugere tratarem-se de substancias com grupos cromoforos semelhantes (Figura 16).
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Figura 16- Cromatograma de B. monandra sob luz ultravioleta 254nm, hexano/ acetona 70:30. (EC)
extrato concentrado, (FH) fragdo hexanica, (FC) fracéo cloroférmica, (FAE) fracéo acetato de etila, (FM)
fracdo metandlica.

Foi observada a concentracéo de substancias nas regides de aplicacdo (Figura
17), o que sugere tratarem-se de substancias de elevada polaridade que ndo foram
deslocadas por hexano/acetona (70:30).

EC : EH: FC: FACESEM

Figura 17- Cromatograma de B. monandra sob luz ultravioleta 365nm, hexano/acetona 70:30. (EC)
extrato concentrado, (FH) fragdo hexanica, (FC) fracéo cloroférmica, (FAE) fracéo acetato de etila, (FM)
fracdo metandlica.

Para analisar as substancias que ficaram retidas na base do cromatograma
anteriormente descrito, comparando o EHC e as respectivas fracoes, foi utilizada a
fase mdvel composta por acetato de etila/acido acético glacial/ acido formico/agua
(100:11:11:26) e NP/PEG como revelador, segundo Wagner e Bladt (2001).

Foram utilizados os padrbes rutina, quercetina, acido elagico e acido
clorogénico, para compararacdo das bandas observadas em EHC e RATPV. Ambos

apresentaram bandas com Rf 0,2 semelhantes a da rutina. N&o foram observadas
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bandas com Rf semelhantes aos dos &cidos eldgico e clorogénico e nem da
quercetina. (figural8)

Figura 18 - Cromatograma de B. monandra sob luz ultravioleta 365nm, acetato de etila/acido acético
glacial/acido férmico/agua (100:11:11:26). (R) padréo rutina, (CL) padréo acido clorogénico, (Q)
padrdo quercetina, (AE) padrdo acido elégico, (B) EHC de B. monandra, (T) RATPV.

5.10 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

1 MWD1B, Sig=257 4 Ref=360,100 (DEF_LC 2015-04-14 10-52-42\005-0501.0)
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Figura 19: Cromatograma de rutina, registrado a 254 nm.
O cromatograma apresentado na figura 19, mostra um pico principal com tempo

de retencdo 14,995 minutos e area 1030, com 90,6% de pureza, relativo a rutina,
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usada como substancia de referéncia, que ja foi isolada anteriormente de Bauhinia
monandra (Fernandes et al., 2012).

No cromatograma obtido a 254 nm pela analise do EHC, observa-se um pico
com tempo de retencdo a 254 nm em 14,603 minutos, com espectro de UV
semelhante ao observado para a rutina, com area de 1479 correspondente a 27,8 %
de pureza (figura 20). Ambos foram registrados nas mesmas condi¢bes
cromatograficas.

[ DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (BAUHINIA\DEF_LC 2014-09-22 12-35-231001-0101.D)
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Figura 20: Perfil cromatografico por CLAE-DAD do EHC de B. monandra, registrado a 254 nm.

Com a co-injecao de EHC e padrao, observou-se aumento da area do pico que
sugere tratar-se de rutina, registrado em 15,267 min. Esses dados reforcam o
entendimento de que a rutina esteja presente no EHC. A co-inje¢do do EHC a rutina
esta representado na figura 22.
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Figura 21- Cromatogramas obtidos pela analise do EHC por CLAE apés adigao do padrao rutina, A
250nm. (A) rutina, (B) EHC, (C) co-injecao.

A adicdo de 100ug do padrdo rutina ao RATPV, promoveu aumento

de

aproximadamente 6 % na area do pico, registrado no tempo de 15.291 min, com area

de 1566. Este aumento da area do pico permite inferir que a rutina esteja presente em

RATPV, visto que a quantidade adicionada de rutina foi eluida no mesmo tempo

de

retencdo. O cromatograma resultante da co-injecdo esta representado na figura 21.



52
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Figura 22: Cromatogramas obtidos pela andlise do RATPV por CLAE ap6s adicéo do padréo rutina, A

250 nm. (A)rutina, (B) RATPV, (C) co-injecao.
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Figura 23- Sobreposi¢do dos espectros de ultravioleta da rutina e picos correspondentes observados
para EHC e RATPV no mesmo Rt.
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6 CONCLUSAO

A espécie vegetal em estudo foi identificada como: Bauhinia monandra Kurz.

B. monandra apresentou teor de umidade de 8,38 %, o0 que indica a boa
condicao para armazenamento da droga vegetal, aumentando sua estabilidade.

O p6 da droga vegetal de B. monandra foi classificado como pdé de
granulometria semifina e apresentou teor de cinzas totais de 13,1 %.

Esteroides e triterpenos, flavonoides, agucares redutores, fendis e taninos e
catequinas foram as classes de metabdlitos detectadas na prospecc¢édo fitoquimica
preliminar de B. monandra e também do remédio artesanal, sendo que os flavonoides
séo a classe de metabdlitos de interesse neste estudo.

Os testes microquimicos permitiram confirmar a ocorréncia de grupos de
metabdlitos ativos. Os resultados obtidos sdo de extrema significancia, ja que
mostram que as folhas possuem importantes grupos ativos o que pode explicar a
utilizacao da espécie como medicinal.

O tratamento dos cortes com hipoclorito de sédio demonstrou a vulnerabilidade
dos compostos fendlicos ao reagente clarificador.

A andlise por CCD, indicou a presenca de rutina em B. monandra.

A analise por CLAE permitiu caracterizar a presenca de rutina no RATPV e no
EHC.

O remédio artesanal denominado ‘“tintura de pata-de-vaca” pode ser
considerado analogo as tinturas de padrao farmacopeico, devido ser uma preparacao
hidroalcodlica que utiliza a maceracdo como método de extracdo e possui
concentracdo de 20% (p/v).

As analises cromatograficas usando rutina como substancia de referéncia,
indicam a presenca dessa substancia em EHC e RAPTV e, de acordo com dados da
literatura, a ocorréncia de rutina em RAPTV pode justificar seu uso no controle do

diabete melito.
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