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1. Resumo

O estudo relacionado as atividades biol6égicas com espécies de Bauhinia
Sp. presentes na regido amazobnica € inovador, jA que pesquisas com outras
espécies ja foram realizadas em outras regides. Os ensaios de citotoxicidade,
sequestro de radicais livres e inibicdo de acetilcolinesterase realizados
mostraram que estas espécies apresentam potencial medicinal. Flavondides
com propriedades medicinais ja relatadas, como quercetina e caempferitrina

foram detectados em alguns dos extratos estudados.
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2. Introducéo

A variedade e riqgueza de plantas existentes em nossa Regido
Amazonica desperta grande interesse no aprofundamento de estudos sobre as
espécies utilizadas na medicina popular para verificacdo de sua real eficiéncia
terapéutica. Nesse ambito, existem entre 250 e 500 mil espécies existentes na
flora mundial, muitas delas possuem importantes propriedades terapéuticas?.

As plantas do género Bauhinia (Fabaceae) sdo encontradas
principalmente nas éareas tropicais do planeta, sendo muito usadas como
remédio na medicina popular em varias regides, incluindo a Africa, Asia e
América Central e do Sul.!> Em nosso pais, este género é conhecido
popularmente como “Pata-de-vaca” ou “Unha-de-boi”.

Neste trabalho realizou-se estudos fitoquimicos e andlises biologicas de
extratos de espécies de Bauhinia da Amazonia para comprovacao de alguns de
seus usos populares, como em diabetes?“. Os ensaios foram realizados em
amostras de folhas e galhos coletados em Manaus (figura 1), na Vila Olimpica;
e no interior do Amazonas, em Sao Gabriel da Cachoeira; e nas Comunidades

Bom Senhor Jesus e Nossa Senhora de Nazaré, em Manacapuru.

Figura 1. Bauhinia sp coletada na Vila Olimpica de Manaus- AM.

A verificacdo da presenca de substancias fendlicas e isoflavonas, como
a kaempferitrina, responsavel por maior parte da acdo terapéutica deste
género, também é incluso no estudo. O alvo de maior pesquisa sdo 0S
flavondides, diante o beneficio promovido no organismo humano combatendo

0s agentes oxidantes como os raios UV, poluicdo ambiental, entre outros?.



3. Reviséo Bibliografica

Apesar de toda modernizagdo e inclusdao cada vez mais comum de
remédios sintéticos, a utilizagdo de plantas e recursos naturais como
tratamento terapéutico € bastante usual até nos dias de hoje, e ndo s6 no meio
rural. Atualmente, a estimativa € de que de 3,5 a 4,0 bilhbes de pessoas
dependem de plantas como fontes de drogas®. Muitas pessoas utilizam as
plantas medicinais, como forma alternativa da cura de enfermidades, por ndo
possuirem acesso a medicina tradicional, principalmente por fatores
financeiros. No caso das comunidades ribeirinhas de nossa regido, pode-se
salientar que a distancia das comunidades até os hospitais, a qual
normalmente ¢é feita através de embarcagdes, dificulta ainda mais o
atendimento médico®.

Na floresta amazbnica, que abriga a maior diversidade biolégica do
planeta, a pratica de uso de plantas € baseada no conhecimento popular,
transmitido oralmente na maior parte das situacées®. Dentro de um género
botanico, espécies correlatas podem apresentar alta toxicidade, ao invés da
esperada atividade terapéutica, o que desencadeia outras enfermidades e
infecgbes em pessoas que fazem uso da mesma para certos tratamentos.

O despertar para o estudo das propriedades dessa infinidade de plantas
comuns entre seu povo local e utilizadas pra fins medicinais, foi demorado.
Somente nos Udltimos anos é que tem se verificado um grande aumento nos
estudos que comprovam 0 que se conhece empiricamente, visto que a
medicina popular é rica em exemplos de plantas utilizadas para diversos fins,
que substituem, muitas vezes, a prescricdo médica?®.

As espécies de Bauhinia (figura 2) mais conhecidas no Brasil sdo B.
manca, B. rufescens, B.forficata, B. cheitantha e B. splendens, as quais sdo
amplamente utilizadas na forma de chas e outras preparacdes fitoterapicas
para o tratamento principalmente de infeccdes, processos dolorosos e
diabetes’2°. Estudos quimicos realizados com as espécies B. manca, B.
candicans, B. uruguayensis, B. purpurea, B. forficata e B. splendens
evidenciaram a presenca de compostos esteroidicos, terpendides e
flavondides!®, o que possibilita a existéncia de compostos ativos em outras
espécies, especialmente na regido amazonica, onde a populagcdo também faz

grande uso das plantas do género Bauhinia.



Figura 2. Imagem do galho e folhas de Bauhinia sp.

A utilizagdo de Bauhinia para tratamentos medicinais e principalmente
no tratamento de “agucar no sangue”, como é chamada popularmente a
diabetes, é extensa. Em pesquisa realizada em comunidades indigenas e
ribeirinhas das Bacias do Alto Paraguai e do Vale do Guaporé, em Mato
Grosso, a familia das Fabaceae foi a que teve maior citacdo de utilizacdo
medicinal, dentre elas a espécie Bauhinia glabra.'!

Com toda a diversidade existente no mercado de preparacdes a partir de
folnas de Bauhinia sp., é de alta importancia o estudo para verificacdo da
qualidade destes produtos 12, j4 que a atribuicdo principal a sua utilizacéo
medicinal € devido a presenca da kaempferitrina, considerada como o
marcador quimico no controle de qualidade dos produtos a base de Bauhinia *2.

Ja que muitas das Bauhinia sdo similares'?, ha o risco de utilizacédo de
mais de uma espécie nos preparos. Neste caso, ocorre a alteracdo da eficacia

dos chas, devido a diferenca de composi¢cdo quimica entre as espécies 4.



4. Métodos

Preparacédo dos extratos

As coletas do material botanico foram realizadas na Vila Olimpica e na
Reserva Ducke (Bauhinia coronata), em Manaus; na &area urbana de Sao
Gabriel da Cachoeira; e nas comunidades interioranas de Bom Senhor Jesus e
Nossa Senhora de Nazaré, no municipio de Manacapuru. Apos a limpeza, o
material foi seco, triturado e preparado para extragcdo em metanol. Exsicatas
foram preparadas a partir das espécies ainda néo identificadas, depositadas
nos herbarios do INPA e da UFAM. Autorizacbes de coleta e transporte de
material biolégico foram obtidas junto ao SISBIO, nimero 21122-1.

Atividade antioxidante de DPPH

No método qualitativo, os extratos das espécies de Bauhinia sp foram
diluidos em metanol HPLC, aplicados na placa de silica e, sobre esta, borrifada
a solucdo de DPPH. Para quantificacdo, os testes foram realizados em placa
de 96 pocgos com diversas concentracdes dos extratos e aplicacdo da solucdo
de DPPH. Apds 30 minutos foi realizada a leitura em absorbancia de 465 nm.

Ensaio de Inibicdo de acetilcolinesterase (Método de Ellman)

As solugbes dos extratos foram analisadas quanto a sua atividade de
inibicdo frente a enzima acetilcolinesterase, sendo aplicadas numa placa de
silica e, apos borrifar a solucdo da enzima, havendo a auséncia de coloracéo,
indicava resultado positivo. Se a mudanca for para coloragcdo amarelada, €
indicativa de né&o atividade.

Ensaio avaliativo de toxicidade em Artemia salina

Sdo incubados em um frasco com solucdo marinha e DMSO, dez
unidades de nauplios de Artemias salinas juntamente com as solu¢@es diluidas
dos extratos. Apos 24h é realizada a contagem dos nauplios vivos. O indice de
toxicidade é dado a partir da taxa de 50% de nauplios vivos em solucéao.

Fracionamento por extracdo multipla (particdo com solvente organicos

diversos) e ldentificacdo a partir de cromatografia em camada delgada

A partir dos extratos obtidos, foram feitos fracionamentos com o0s
solventes diclorometano e acetato de etila. A partir das fracdes de cada
solvente, dos extratos e dos padroes de kampferitrina e quercetina, foram

observados a presenca destes flavondides.



5. Resultados e Discussao

5.1 Identificacéo e rendimento dos extratos

ApOs as amostras serem coletadas, limpas, trituradas e colocadas junto
ao solvente metanol, individualmente, foram organizadas siglas para
identificagdo, junto ao rendimento médio dos extratos feitos. Na tabela 1 é
relatada tal identificacéo.

Tais valores possibilitaram a realizacdo de todos os testes propostos
para a conclusdo do projeto, com excec¢do do fracionamento com extracdes
multiplas dos extratos com menos de 900 mg, como a FBXB37 e FBXN37.
Como € possivel observar, os menores rendimentos encontram-se, em geral,
para 0s extratos a partir de galhos das espécies de Bauhinia sp., com a
excecdo da Bauhinia coronata.

Tabela 1. Organizac&o das amostras e seus respectivos rendimentos.

Local de coleta da Parte Sigla Rendimento Capacidade de
amostra da Bauhiniasp e | Estudada (%) Sequestro 50%
padrédo utilizado no DPPH (ug/ml)

Reserva Ducke Folha FBCR17 10,17% 9,446 £ 0,126
Reserva Ducke Cipo FBCR87 11,84% 12,675+ 1,787
Comunidade Bom Jesus Folha FBXB17 10,13% -
Comunidade Bom Jesus Galho FBXB37 1,93% 70,250 + 0,664
Comum. N. Sen. Nazaré Folha FBXN17 6,51% 86,918 £ 0,721
Comum. N. Sen. Nazaré Galho FBXN37 1,55% 40,392 £ 0,671
Vila Olimpica (Manaus) Folha FBXM17 21,50% 56,373 + 0,280
Vila Olimpica (Manaus) Galho FBXM37 19,76% 16,541 £ 0,522
S&o Gabriel da Cachoeira Folha FBXS17 9,06% 9,446 £ 0,126
Padréo (quercetina) - - - 30,777 £ 0,811

5.2 Atividade Antioxidante DPPH

Nos ensaios qualitativos realizados para observacdo da atividade dos
extratos frente ao radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), foi observado
gue a maioria mostrou-se ativa, sendo inativas somente FBXB17 e FBXS17.
Apbs borrifar a solugdo de DPPH, tem-se a placa com coloracdo roxa, assim

como o padrao-negativo (branco, metanol), e as amostras ativas, assim como o



padrdao quercetina, com coloracdo amarela, evidenciando que ndo houve
interferéncia do solvente utilizado no resultado final.

Para as amostras que apresentaram atividade no método qualitativo, e
também com a amostra FBS17, a qual apresentou davida no resultado final, foi
realizado o ensaio quantitativo para verificacdo da concentracdo que possuli
capacidade antioxidante. A concentracdo que inibe 50% do total (100%) é dita
como CSso. Os resultados obtidos encontram-se na tabela 1.

A partir desses resultados, pode-se observar a baixa concentracdo para
sequestro de 50% para a maioria dos extratos, o que promove uma possivel
utilizacdo futura em aplicacdbes no mercado farmacéutico, como remédios,
cosméticos, entre outros.

A perspectiva para os resultados obtidos é a provavel presenca de
flavonoides nas espécies de Bauhinia sp., uma vez que ja é conhecido que 0s
flavonoides constituem o grupo mais representativo desta classe de estudo 1%,
0 que motiva o estudo na determinacdo dos flavondides existentes nas

espécies relacionadas.

5.3 Ensaio de Inibicdo da Enzima acetilcolinesterase

No ensaio qualitativo foi possivel a observacdo dos extratos das
espécies de Bauhinia sp que possuem atividade inibitéria desta enzima. Os
primeiros ensaios realizados ndo foram bem sucedidos, pois ndo houve
mudanca na coloracdo na placa apés adicdo da enzima. Com a chegada de
novas enzimas no Laboratério de Quimica de Biomoléculas da Amazénia,
houve realizacdo de um novo ensaio, cujo resultado é apresentado abaixo:

Com excecao da amostra FBXB17 que possuiu baixa atividade, todas as
outras mostraram-se ativas pela presenca de um halo branco ao redor das
amostras aplicadas apés a utilizacdo da enzima, como representado no
padrédo, onde houve total isencao de cor.

Neste processo de coloracédo da placa, a utilizagcdo da enzima mantida
em temperatura igual a 37° C por 5 minutos, apos sua retirada do congelador
(onde tinha temperatura igual a -1,6° C) foi essencial. Nos testes anteriores ndo
houve esse parametro, as enzimas ja se encontravam a temperatura ambiente,
0 que pode ter comprometido o desempenho do ensaio de inibicdo da enzima

acetilcolinesterase.
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5.4 Ensaio avaliativo de toxicidade em Artemia salina

Apoés a incubacao por 24 horas de 10 nauplios de Artemia salina em
solugcdo marinha 37% juntamente com DMSO e solugdes diluidas dos extratos
de Bauhinia sp., foi verificada a dose letal de 50% (DLso) a partir da contagem
dos sobreviventes e o registro no programa Probitos, onde calculou-se a DLso.
Dentro deste ensaio o padréo utilizado foi solugéo de lapachol juntamente com
DMSO, com as concentragdes correspondentes as utilizadas para os extratos
analisados.

As concentracdes utilizadas no primeiro teste foram 25, 50 e 100 mg/ul.
Como nédo foram suficientes para matar metade dos nauplios nas amostras,
aumentou-se a concentracdo dos extratos para 200, 300 e 500 mg/ul. Os

resultados para a analise sdo relatados na tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Resultado dos ensaios de toxicidade em Artemia salina a partir das solu¢des de

extrato bruto de espécies de Bauhinia sp.

Amostra Dose Letal 50% Concentracbes
analisada (ng/ml) utilizadas (ug/ml)
FBCR17 280,9180 500, 300 e 200
FBCR87 268,4136 500, 300 e 200
FBXB37 280,9180 250, 200 e 150
FBXN17 320,5190 500, 300 e 200
FBXN37 401,4640 500, 300 e 200
FBXM17 290,2496 400, 350 e 300
FBXM37 173,1902 350, 300 e 250
FBXS17 350,0000 500, 300 e 200
FBXB17 367,2900 400, 350 e 300

Como relatado na tabela, as concentracfGes utilizadas para atingir o
indice de dose letal 50% foram altas, podendo-se verificar a baixa toxicidade
dos extratos brutos de Bauhinia sp. frente aos nauplios, onde houve
necessidade de aumento na concentracdo das solucdes de extrato bruto para
atingir o indice de DLso. Com essa relacdo é possivel afirmar mais uma vez a
possibilidade de aplicagdo em industria farmacéutica e cosmeética, devido ao

baixo indice de toxicidade neste ensaio préevio.
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5.5 Fracionamento por extragdo mdultipla e Identificacdo a partir de
cromatografia em camada delgada

Para os extratos que possuiam no minimo 1g de rendimento, foram
realizadas extracdes multiplas em um funil de separacdo a partir do uso de,
primeiramente, quatro adicbes de solvente diclorometano e, posteriormente,
quatro adi¢cdes de solvente acetato de etila. A partir das fracbes obtidas de
cada solvente individualmente, concentrou-se cada solugdo em aparelho
rotaevaporador, e a partir dos extratos fracionados (diclorometano e acetato de
etila) realizou-se placas cromatograficas juntamente com o0s respectivos
extratos brutos, o padrdo campferitrina e com quercetina, para verificacdo da
presenca de um desses flavonéides nas espécies de Bauhinia sp.

Inicialmente, o revelador utilizado para as placas cromatograficas foi o
NP-PEG, mas com o mesmo nado foi obtido sucesso ja que o padrdo nao
estabeleceu a coloracao necessaria, amarela.

Entretanto, na placa revelada foi observada a existéncia da coloragao
azul que se destaca intensamente em FBCR87 e em seus extratos fracionados.
Essas manchas evidenciam a possibilidade de presenca de outros flavondides
nessa espeécie, o que € um forte indicio para a continuacdo de um estudo e
pesquisa mais profunda para a descoberta da composicdo dos flavondides
existentes, e que podem estar relacionados também as atividades biolégicas
da espécie de Bauhinia coronata.

Como a utilizacdo do revelador NP-PEG nao alcangou as expectativas
para o padrao campferitrina, a metodologia baseou-se na realizacéo de placas
cromatograficas com revelador FeCls para indicacdo da presenca deste
flavonoide nas espécies de Bauhinia sp. estudadas neste projeto. Na figura 3
abaixo tem-se as amostras dos extratos brutos das espécies de Bauhinia sp. e
dos respectivos fracionamentos em diclorometano e acetato (para os extratos
brutos com rendimento suficiente). Observando tal figura, € notavel que a
eluicdo do extrato bruto da amostra de Bauhinia sp. coletada na Vila Olimpica
de Manaus, e de seu fracionamento em acetato de etila indiguem alguma
similaridade com a eluicéo do padrao campferitrina.

Foi realizada uma nova placa cromatografica para verificar a presenca
da campferitrina nessas amostras, como é mostrado na figura 4. Com a

confirmacéo da existéncia de campferitrina nessas amostras, e a identificagdo
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de outros flavondides nas amostras de Bauhinia coronata, o projeto obteve
sucesso em sua realizacao, gerando estudos mais aprofundados no que se
relaciona a composicao fitoquimica dessas espécies proprias de nossa regiao.

Figura 3. Placa cromatografica com os respectivos extratos: FBCR87 (1) e FBCR17 (2)
da extracdo com AcoEt, suas respectivas extracdes em DCM (3) e (4), e extratos brutos (5) e
(6); amostra da extracdo com DCM de FBXM17 (7) e FBXM37 (8), respectivas extragcdes com
AcoEt (9) e (10), extratos brutos (11) e (12), e o padrdo campferitrina (13); extracdes com DCM
(14) de FBXN17 e com AcoEt (15), e o extrato bruto (16); Extratos brutos de FBXN37 (17),
FBXB37 (18); padrbBes quercetina (19) e novamente, campferitrina (20). DCM = diclorometano;

AcoEt: acetato de etila.

Figura 4. Placa cromatografica do extrato com AcoEt de FBMX17 (1), padréo
campferitrina (2) e extrato bruto de FBMX17 (3).
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6. Conclusao

O consumo de chas e infusGes de folhas e galhos da “pata-de-vaca”
para o tratamento de diversas enfermidades € bastante comum, assim como o
risco de intoxicacao pelo uso de extratos sem estudos relativos aos indices de
toxicidade, o que oferece um risco continuo para as pessoas usuarias dos chéas
caseiros a partir das espécies de Bauhinia sp.

Os resultados das andlises realizadas no decorrer do projeto para
verificacdo da atividade toxicolégica e antioxidante apontam para a
possibilidade da existéncia de mais uma grande poténcia farmacologica da
nossa regido amazodnica, ja que os baixos niveis de toxicidade, alta atividade
antioxidante e a presenca de flavonoides, como a campferitrina nas amostras
coletadas na Vila Olimpica de Manaus, onde proprios moradores locais utilizam
as mesmas para tratamento de diabetes, e a descoberta de outros flavonoides
nas amostras de Bauhinia coronata, 0s quais serdo caracterizados
futuramente, demonstram um alto interesse para pesquisas mais
aprofundadas, ja que os flavondides presentes sdo 0s principais compostos
relacionados a acdo medicinal dos chas e infusbes das espécies de Bauhinia

sp. em outras regides.
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