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RESUMO

INFLUENCIA DA SAZONALIDADE CLIMATICA E DE PARAMETROS
LABORATORIAIS SOBRE O TEOR DE FLAVONOIDES EM Bauhinia cheilantha
(BONG.) STEUDEL

Os flavonoides constituem uma classe amplamente distribuida no Reino vegetal e apresentam
diversas funcdes bioldgicas e atividades farmacoldgicas. Este grupo tem sido bastante
relatado no género Bauhinia, sendo o possivel responsavel por suas indicagdes populares.
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel ¢ uma espécies nativa da Caatinga e possui diversos usos
etnofarmacoldgicos. Fatores ambientais podem interferir na sintese destes metabdlitos,
alterando as respostas terap€uticas esperadas. No Brasil, diversos fitoterdpicos possuem em
sua constituicdo plantas do género Bauhinia, entretanto, por ndo estar de acordo com as
normas vigentes, muitos nao possuem registro. A Resolugdo RE n°® 899, de 29 de maio de
2003 da na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, determina que para validar a
metodologia analitica faz-se necessario avaliar os pardmetros especificidade, linearidade,
robustez, limites de deteccdo e quantificagdo, precisdo e exatidao. O presente estudo visa
compreender as condi¢des ambientais que a Caatinga desempenha sobre a produgdo de
flavonoides e validar a metodologia analitica empregada. Amostras de B. cheilantha foram
coletadas no fragmento de Caatinga pertencente a Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecudria (IPA), em Caruaru/PE durante os meses de abril a setembro/2006. O material
testemunho foi depositado no Herbario Prof. Vasconcelos Sobrinho da Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Apds secagem, as folhas foram pulverizadas e quantificadas por
metodologia espectrofotométrica, sendo os resultados expressos como equivalentes do padrao
rutina (em pg/mL). Os dados pluviométricos foram obtidos na Esta¢do Climatoldgica do IPA.
Os resultados foram analisados estatisticamente pelo programa BioEstat 4.0. Todos os
parametros exigidos pela RE n° 899 foram avaliados e estdo de acordo com as normas, o que
confirma a validacdo do método. Nao foi possivel correlacionar a producdo de flavondides
com a pluviosidade. Contudo, foi observado que o teor destes metabolitos ¢ maior nos
individuos da borda do fragmento. A realizagdo deste estudo contribui para a compreensao da
ecologia quimica de plantas da Caatinga, uma vez que ha poucas pesquisas enfocam este tema
e forneceu as industrias o procedimento analitico validado para a realizacdo mais eficiente do
controle de qualidade de seus produtos comercializados.

Palavras chave: Bauhinia cheilantha, pata-de-vaca, flavonoides, ecologia quimica, validagao.



ABSTRACT

THE INFLUENCES OF SEASONAL CLIMATIC FACTORS AND LABORATORY
PARAMETERS ON THE FLAVONOID CONTENT OF Bauhinia cheilantha (BONG.)
STEUDEL

Flavonoid compounds are widely distributed within the plant kingdom and have numerous
biological functions and diverse pharmacological activities. Flavonoids are closely associated
with the genus Bauhinia and they are probably responsible for many of its attributes in
traditional folk medicine. Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel is a native species of the
Caatinga biome and has many ethnopharmacological uses. Environmental factors can
influence in metabolite synthesis, altering the expected therapeutic actions of a plant extract.
Many phytotherapeutic recipes in Brazil contain components derived from plants of the genus
Bauhinia, although these herbal medicines often do not fulfill established governmental health
norms and are not yet duly registered. Resolution RE 899 of May 29, 2003, of the National
Agency for Health Control determined that in order to validate an analytical methodology the
parameters of specificity, linearity, robustness, as well as the limits of detection,
quantification, precision, and exactness must be evaluated. The present study examined the
effects of environment conditions in the Caatinga biome on flavonoid synthesis and validated
the analytical methodology used. Samples of B. cheilantha were collected in a fragment of
Caatinga vegetation during the period between April and September, 2006, at the Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) station in Caruaru, Pernambuco State, Brazil.
Reference plant material was deposited in the Prof. Vasconcelos Sobrinho Herbarium at the
Universidade Federal Rural de Pernambuco. After drying, the sample leaves were pulverized
and extracted, and various parameters quantified using spectrophotometer methodologies.
The results are expressed in terms of a rutin standard (in pg/ml). Rainfall data was obtained
from a weather station at the IPA. The results were statistically analyzed using the BioEstat
4.0 software program. All of the parameters demanded by the RE 899 regulation were
evaluated and are in are agreement with those norms, which validates the methodology. It
was not possible to correlate flavonoid production with rainfall parameters. However, it was
observed that the plants at the forest edge have higher levels of flavonoid compounds. This
study contributed to our knowledge of the chemical ecology of Caatinga plants, especially as
very little research has yet been focused on this theme, and it likewise offers valid analytical
procedures to industries to insure more efficient quality control of their products.

Key words: Bauhinia cheilantha, pata-de-vaca, flavonoid, chemical ecology, validation
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1. INTRODUCAO

Os vegetais superiores possuem uma ampla classe de substincias denominadas
metabolitos secundarios que estao envolvidas principalmente com a defesa vegetal (Genovese
& Lajolo, 2001). Derivado da rota metabodlica dos fenilpropandides, os flavonoides compdem
um grupo bastante diversificado e apresentam até o momento mais de nove mil estruturas
identificadas, com varias fun¢des bioldgicas, tais como defesa a herbivoria, perpetuaciao de
espécies por atrair animais dispersantes de sementes e protecao contra aos raios ultravioleta
(Martens & Mithofer, 2005; Zuanazzi & Montanha, 2005). Os flavonodides também
desempenham atividades farmacologicas, sendo as principais: antioxidante, antidiabética,
antiinflamatodria, antitumoral, antimicrobiana e hipocolesterolemiante (Harborne & Williams,
2000; Martens & Mithofer, 2005; Zuanazzi & Montanha, 2005).

Virios fatores podem interferir, quantitativamente ou qualitativamente, na producao
de metabolitos secundarios, como os flavonoides. As diferencas na producao de flavondides
entre estagdes climaticas podem estar relacionadas com defesa a herbivoria, ja que em
periodos chuvosos aumenta o nimero de insetos herbivoros, enquanto que ao se aproximar da
estiagem, ocorre um decréscimo significativo, seguindo um padrdo sazonal (Iannuzzi et al,
2003; Maia et al, 2003; Pinheiro et al. 2002).

Solar et al. (2006) verificaram que ha diferengas no conteudo de flavonoides em
Juglans regia L. (Juglandaceae) ao longo das estagdes do ano. Ja um estudo com Cistus
ladanifer L. (Cistaceae), mostrou que a sintese de flavondides diferiu entre estagdes e entre
dois grupos. No Grupo I (regido com menor pluviosidade) ocorreu um aumento na sintese de
flavondides do inverno ao verao, enquanto que no Grupo II (regido com menor pluviosidade)
esse aumento foi trés vezes maior (Sosa et al, 2005). A sazonalidade climatica parece ser um
fator importante também para taninos, como verificaram Monteiro et al. (2006) para duas
espécies tipicas do bioma Caatinga ao longo de periodos de estiagem e de chuva.

A formagao de bordas causadas pela fragmentagado florestal também pode interferir na
produgdo de metabolitos secundarios, pois que causam impactos sobre as relagdes ecologicas
e alteram as condigdes microclimaticas (Debinski, Holt, 1999; Laurance, Yensen, 1991;
Murcia, 1995; Saunders et al., 1991). Barbosa et al (2005) verificaram que a assembléia de
herbivoros ¢ significativamente maior na borda, seguido de trilhas e interior da mata.

Muitas plantas que possuem compostos flavonicos em sua constituigdo sio

empregadas com finalidade terapéutica, sendo bastante usada por diversas industrias para
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produzir fitoterapicos. Contudo, para se obter registro e posterior comercializagdo deste tipo
de medicamento, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da Resolugao
R.D.C. n°. 48 de 16 de maio de 2004, recomenda a validagcao da metodologia analitica quando
a mesma ndo constar em farmacopéias ou monografias oficiais. (Brasil, 2004). A Resolugdo
RE n° 899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA, determina que para validar a metodologia ¢
preciso avaliar os seguintes parametros: especificidade, linearidade, limite de detecgdo, limite
quantificagdo, robustez, precisao e exatidao (Brasil, 2003).

Desta forma, um estudo dedicado a avaliar os teores de flavonoides da espécie nativa
da Caatinga Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel, que é usada para o tratamento de diversas
enfermidades e comercializada em feiras livres, em relagdo a influéncia ambiental, bem como
validar uma metodologia analitica vidvel e de baixo custo para que possa ser utilizada nos
laboratorios de controle de qualidade, contribui com o conhecimento cientifico e com o

desenvolvimento tecnologico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Bauhinia

2.1.1 Aspectos botanicos

O Brasil ¢ detentor de grande diversidade bioldgica com importantes familias de
plantas medicinais empregadas no dia-a-dia de varias comunidades, sendo muitas delas alvo
de constantes pesquisas cientificas, o que desperta interesse econdomico mundial (Gottlieb et
al, 1998). Pertencente a familia Caesalpiniaceae, o género Bauhinia inclui um vasto nimero
de espécies medicinais ou ornamentais, naturais ou introduzidas, bem distribuidas nos
diversos biomas brasileiros (Albuquerque, 1997; Haver, 2002; Silva & Cechinel Filho, 2002).

Este género compreende cerca de 300 espécies (Pizzolatti et al, 2003; Silva &
Cechinel Filho, 2002) sendo que destas, 64 ocorrem no territoério nacional (Haver, 2002).
Conhecida por morord, pata-de-vaca ou unha-de-vaca, o género Bauhinia possui plantas
muito utilizadas no Brasil, podendo ser encontrada na composi¢cdo de diversos fitoterapicos
industrializados ou comercializadas em feiras livres (Albuquerque et al, 2005; Melo et al,
2004).

Em Pernambuco, destacamos Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel (sinonimia
Pauletia cheilantha Bong.) (Fig. 1) que apresenta importantes propriedades medicinais
atribuidas popularmente (Agra et al., 2007a,b; Albuquerque et al, 2007a,b). Esta espécie
exibe diversos usos populares, onde suas sementes, folhas e cascas do caule, sdo comumente
coletadas com finalidade alimenticia, medicinal ou madeireira em quintais agroflorestais e
matas proximas as comunidades, e por esta razdo, pode estar ameagada por extrativismo

descomedido (Albuquerque & Andrade, 2002a,b; Albuquerque et al, 2005).
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FIGURA 1 - (a) Aspecto do fragmento de Caatinga onde foram realizadas as coletas, (b) folha
jovem e adulta, (c) marcagdo individual (d) e ramo com inflorescéncia terminal de Bauhinia

cheilantha (Bong.) Steudel.
2.1.2 Aspectos fitoquimicos
Na Tabela 1 podem ser encontrados os principais grupos de metabodlitos secundérios

identificados no género Bauhinia. Entretanto, ha pouca informagao cientifica sobre extragdo e

identificagdo dos compostos quimicos presentes na espécie B. cheilantha.
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TABELA 1 - Levantamento dos compostos quimicos do Género Bauhinia, Familia
Caesalpiniaceae.
Espécie Composto Referéncia
. Duarte-Almeida
B. aculeata L. B-Bourboneno; B-Elemeno; Lepidozenol; Eremofileno et al. 2004
a-Copaeno; B-Elemeno; B-Cubebeno; allo-Aromadendreno; o.-
B. brevipes Amorfeno; Germacreno D; B-Selineno; x-Elemeno; 8-Cadineno; Duarte-Almeida
Vogel Viridiflorol; Spatulenol; Aromadendreno; «-Cadinol; y- e€tal, 2004
Cadineno; Valenceno
Sitosterol; Campesterol; Estigmasterol; Colesterol; Estigmasta-
B. candicans 3,5-Q1en0-7-0na; Slrto.sterol 3-O-B-glucosidio; Sltoster01‘3-0’- O giva & Cechinel
Benth. D-xilurono-furanosidio; Kaempferol 3-O-B-rutinosidio; Filho. 2002
Kaempferol = 3-O-B-rutinosidio;  7-O-a-rhamno-piranosidio; ’
Trigonelina
B. championii (. . .. Silva & Cechinel
(Benth.) Benth,  **¢ido galico; Bauhinina Filho, 2002

Canferol; 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilcanferol; 3,7-di-O-o-L-
ramnopiranosilquercetina; 3-O-[o-L-raamnopiranosil-(1—6)-f3-
D-glucopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilcanferol;  3-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—6)-pB-D-glucopiranosil]-7-O-o.-L-

B. forficata Link  ramnopiranosilquercetina

Kaempferitrina; Sitosterol; Kaempferol-3-O-a-Diraminosidio

a-Pineno; a-Copaeno; B-Elemeno; [-Cariofileno;
Biciclogermacreno; a.-Humuleno; Isomero Copaeno

Sitosterol; Estigmasterol; 4-hidroxi-7-metoxiflavona; Lapachol;
Di-hidro-a-lapachona

Sitosterol; Sitosterol-3-O-f-D-glucosidio; Estigmasta-4-eno-3-
ona; Estigmasta-4-eno-3,6-diona; Acido cinamico; cinnamoil-f3-
D-glucose; Ester metilico do 4cido (E)-4-hidroxi-cindmico; Ester
metilico do 4cido (E)-4-hidroxi-3-metoxicinamico; Acido gélico,
Galato de metila; Ester metilico do Acido 4-hidroxi-2-
etoxibenzoico; Ester metilico do Acido  4-hidroxi-3-
metoxibenzodico; Ester metilico do Acido 3,4-dihidroxibenzdico;
o-Hidroxipropioguaiacona;  Siringaresinol; (7S,8R,8°R)-5,5-
dimetoxilarici-resinol; Apigenina; Chrisoeriol ; Luteolina 5,3-
dimetoxi; Kaempferol; Isoliquiritigenina; Isoliquiritigenina 2-
metoxi; Isoliquiritigenina 4-metoxi; Echinatina; 2,4-di-hidroxi-
4-metoxi-di-hidrochalcona; (2S)-Narigenina (2S)-Eriodictiol;
(2S)-Liquiritigenina;  (2S)-Liquiritigenina  7-metoxi;  (2S)-
iquiritigenina 4-metoxi; (2S)-7,4-Di-hidroxiflavona; (25)-7,3-
Dimetoxi-4  hidroxi-flavona;  (2S)-3,4-Dimetoxi-7-hidroxi-
flavona; (2S)-7,4-Dimetoxi-3-hidroxi-flavona; Obtustireno-5,7-
di-hidroxicromona; (2R,3R)-3-O-galoilepicatequina

Sitosterol; Estigmasterol; Bausplendina; Quercetina; Rutina;
Galato de etila

B. guianensis
Aubl.

Pizzolatti et al,
2003

Silva & Cechinel
Filho, 2002
Duarte-Almeida
et al, 2004

Viana et al, 1999

Silva & Cechinel
Filho, 2002

Silva & Cechinel
Filho, 2002
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B. longifolia
(Bong.) Steudel
B. multinervia
(Kunth)DC.

B. pentandra
(Bong.) Steudel

B. purpurea L.

B. racemosa
Lam.

B. rufa (Bong.)
Steudel

B. rufescens
Lam.

B. thonningii

Schum.

B. tomentosa L.

B. uruguayensis
Benth.

B. vahlii Wight
& Arn.

B. variegata L.

-Cariofileno; Germacreno D; Biciclogermacreno; Espatulenol;
Aromadendreno; Isoespatulenol; y-Cadineno

5,7,5 -tri-hidroxi-2"-O-ramnosil-flavona; 5,7,2 -trihidroxi-5"-O-
ramnosil-flavona

B-Cariofileno; y-Elemeno; a-Elemeno; Oxido de Cariofileno

Campesterol; Estigmasterol; p-Sitosterol; AS5-Avenasterol; A7-
Estigmastenol; A7-Avenasterol; B-Tocoferol; 5-Tocoferol
6-butil-3-hidroxiflavanona

5,6-dihidroxi-7-metoxiflavona 6-O-B-D-xilopiranosideo
Isoquercitrina; Quercetina; Astragalina

Pacharina; Racemosol; Des-O-metilracemosol

o-Pineno; allo-Aromadendreno; a-Amorfeno; Germacreno D;
Germacreno B; Biciclogermacreno; o6-Cadineno; Viridiflorol;
Espatulenol;  a-Cadinol;  cis-a-Bisaboleno;  y-Cadineno;
Globulol; Lepidozenol
5,6-di-hidro-11-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto-[1,2-£][1]-
benzopirano-8,9-diol; 11-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto-[1,2-
£][1]-benzopirano-8,9-diol; 1,7,8,12b-tetra-hidro-2,2,4-trimetil-
2H-benzo-[6,7]-ciclo-hepta-[1,2,3-de] [1]benzopirano-5,10,11-
triol

Grifonilida

Isoquercitrina; Quercetina; Rutina

Estigmasta-1,3,5-trieno; Estigmasta 3,5-dieno; Campesterol;
Estigmasterol; Sitosterol; Estigmasta-4,6-dien-3-ona; Sitosterol-
3-O-a-D-riburono- furanosidio; Sitosterol -3-0-B-D-
xilopiranosidio; Sitosterol-3-O-oa-D-xiluronofuranosidio;
Sitosterol -3-O-B-D-glucopiranosidio; Quercetina -3-O-o.-L-
ramnopiranosidio; Kaempferol -3-O-o-L-ramnopiranosidio
Campesterol; Estigmasterol; Sitosterol; Quercetina; Quercetina-
3-glucosidio; Kaempferol; Agathisflavona; Acido betulinico
a-Copaeno; B-Elemeno; B-Cariofileno; Isocariofileno; allo-
Aromadendreno; allo-Aromadendreno Germacreno D; -
Elemeno; 6-Cadineno; Espatuleno; Ledeno

Lupeol; Sitosterol; Narigenina-5,7-dimetoxi-4-ramnoglucosidio;
Kaempferol-3-galactosidio; Kaempferol-3-ramno-glucosidio

(25)-5,7-dimetoxi-30,40-metilenedioxiflavanona

Duarte-Almeida
et al, 2004

Silva & Cechinel
Filho, 2002
Duarte-Almeida
et al, 2004
Ramadan et al,
2005

Kuo et al, 1998
Yadava &
Tripathi, 2000
Silva & Cechinel
Filho, 2002
Silva & Cechinel
Filho, 2002

Duarte-Almeida
et al, 2004

Silva & Cechinel
Filho, 2002

Silva & Cechinel
Filho, 2002
Silva & Cechinel
Filho, 2002

Silva & Cechinel
Filho, 2002

Silva & Cechinel
Filho, 2002

Duarte-Almeida
et al, 2004

Silva & Cechinel
Filho, 2002

Reddy et al, 2003
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2.1.3 Aspectos farmacologicos

Estudo realizado com Bauhinia forficata Link. demonstrou que o tratamento do
extrato foliar em ratos normais, normais suplementados com glicose e diabéticos induzidos
por aloxano, diminuiram os niveis de glicose sanguinea, enquanto que a administragdo oral da
fracdo butandlica, ndo demonstrou efeito hipoglicémico em ratos normais hiperglicémicos
alimentados com glicose (Silva et al., 2002). Fuentes et al., (2004) observaram que o extrato
bruto foliar de Bauhinia candicans Benth, possui atividade hipoglicemiante associado com a
diminui¢ao da excre¢do urinaria de glicose em coelhos com diabetes induzida por aloxano, e
que a fracdo butandlica exibiu os resultados mais promissores, indicando que o extrato de B.
candicans aumentou o metabolismo periférico da glicose.

Argolo et al. (2004), verificaram que as fracdes cloroformio e acetato de etila do
extrato etandlico de Bauhinia monandra Kurz exibiram excelente concentra¢do de inibi¢ao
(ICsp 2.06+0.02 e ICsy 2.16+0.01 mg/g DPPH, respectivamente), sugerindo que o extrato de
B. monandra possui pronunciada atividade antioxidante quando comparado a catequina
(controle positivo) e outros extratos vegetais. Também foi observado que o extrato metandlico
de Bauhinia racemosa Lam. removeu os radicais livres induzidos por DPPH e anion
superoxido e perceberam que a atividade antioxidante aumentou concentracdo-dependente,
tendo resultados satisfatorio em todas as analises (Kumar et al., 2005).

Gupta et al., (2004) perceberam que o extrato metanolico de B. racemosa aumentou os
niveis de glutationa, superoxido dismutase e catalase, exibindo efeito antitumoral por modular
a peroxidagdo lipidica e aumentar o sistema de defesa antioxidante em camundongos com
carcinoma de Ehrlich. Também foi observado que o extrato metandlico de B. racemosa possui
potencial atividade antiinflamatdria contra as fases aguda e cronica, antipirética, analgésica
central e periférica (Gupta et al., 2005).

Outra atividade farmacologica observada em B. racemosa foi a a¢do anti-ulcerogénica,
desempenhada pelo extrato metanolico dos brotos florais que diminuiram, significativamente,
a produgdo de acidos gastricos e a concentracdo de pepsina, acarretando em menor indice de
ulceras induzidas por aspirina em ratos (Akhtar & Ahmad, 1995).

Quintans-Junior et al. (2002), avaliaram o potencial anticonvulsivante de plantas da
regido nordeste do Brasil e verificaram que Bauhinia guianensis Aubl. apresentou um
aumento significativo na laténcia para o surgimento de convulsdes do tipo clonicas induzidas
por pentilenotetrazol (PTZ), efeito este que ¢ semelhante ao de drogas classicas usadas para o

tratamento de epilepsias.
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Luna et al. (2005) procurando avaliar o potencial larvicida e moluscicida de espécies
medicinais do nordeste do Brasil, notaram que o extrato do caule de B. cheilantha (500 ppm)
obteve 100% de mortalidade frente as larvas de Aedes aegypti e o extrato da raiz (100 ppm)
apresentou 100% de toxicidade seletiva sobre Artemia salina Leach.

Estudos realizados por Guimardes-Beelen et al. (2006) confirmaram os resultados
encontrados por Aratjo Filho et al. (2005), que estudando a importancia de plantas forrageiras
da Caatinga, mostrou excelentes resultados para B. cheilantha, tendo emprego na pecuaria,
apresentando altos valores nutricionais em varias fases fenologicas.

Contudo ha poucos estudos para comprovagdo cientifica das atividades popularmente
atribuidas a B. cheilantha, como tonico, depurativo, antidiabético, hipolipidémico,
antihipertensivo, antiinflamatoério, contra reumatismo, enxaqueca, problemas do sistema

respiratorio, renal e nervoso (Agra et al., 2007a,b; Albuquerque et al., 2007a,b).

2.2 Flavonéides

2.2.1 Propriedades quimicas

Os flavonodides compdem uma classe de substancias de origem natural com extensa
diversidade estrutural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana (Zuanazzi & Montanha,
2004). Atualmente, ja foram identificadas mais de nove mil substancias pertencentes a este
grupo (Martens & Mithofer, 2005).

Como podem ser vistos na Figura 2, os flavonoides sao constituidos por um esqueleto
simples composto de dois anéis fendlicos (A e B) interconectados por uma cadeia propidnica,
que podem estar associados a carboidratos (heterosideos), ndo associados (agliconas) e ainda
polimerizados (antocianinas) (Martens & Mithofer, 2005; Zuanazzi & Montanha, 2004). O
anel A ¢ proveniente da via do acetato (Malonil-CoA), enquanto que o anel B juntamente a
ponte de trés carbonos ¢ oriundo do acido chiquimico (p-Cumaril-CoA) (Ugaz, 1994;

Zuanazzi & Montanha, 2004).
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FIGURA 2 - Estruturas flavonicas: (a) Nucleo basico dos flavondides (b) Estrutura dos
flavondis (c) Rutina (d) Quercetina. Fonte: UGAZ, 1994.

2.2.2 Propriedades farmacoldgicas

Esses compostos possuem uma série de propriedades atribuidas na medicina popular e
muitas destas estdo sendo testadas empiricamente, como a atividade antimicrobiana,
antioxidante, hipocolesterolemiante, hipoglicemiante (Chicaro et al., 2004; Cottiglia et al.,
2001; Cushnie & Lamb, 2005; Fuhrman et al., 2002; Gléber et al., 2002; Jung et al., 2006;
Siizgeg et al., 2005) e até para prevenir acidentes isquémicos (Dajas et al., 2003).

Do tronco de Erythrina latissima E. Mey. (Fabaceae) foram isolados dois
isoflavondides e um flavanona que apresentaram atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Candida mycoderma (Chacha et
al., 2005). Martini et al. (2004), isolaram sete flavonoides de Combretum erythrophyllum
(Burch.) Sond. (Combretaceae) e verificaram que todos os compostos demonstraram boa
atividade frente a Vibrio cholerae ¢ Enterococcus faecalis, ramnocitrina e quercetin-5,3-

dimetileter também foram ativos contra Micrococcus luteus e Shigella sonei.
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Sala et al. (2003) observaram que o flavondide tilirosidio extraido de Helichrysum
italicum (Roth) G. Don f. (Asteraceae) inibiu, significativamente, os teste in vivo de edema da
pata-de-rato induzido por fosfolipase A, e a inflamac¢do de orelha-de-rato induzida por 12-0-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), indicando atividade antiinflamatéria comparada a
ciproheptadina, potente anti-histaminico e antiserotoninérgico. O uso de quercetina em ratos
cirréticos diminuiu de modo significativo, as alteracdes causadas pela cirrose, aumentando o

tempo de sobrevivéncia das cobaias (Miltersteiner et al, 2003).



3. Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar, por meio de quantificagdo espectrofotométrica, a influéncia da pluviosidade e
do efeito de borda sobre a sintese de flavondides totais em Bauhinia cheilantha (Bong.)

Steudel, e validar a metodologia analitica empregada.

3.2 Objetivos especificos

e Validar metodologia analitica para quantificagdo de flavonoides presentes nas folhas

de Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel.

e Avaliar a influéncia do efeito de borda e interior de mata sobre o teor de flavonoides

de B. cheilantha.

e Analisar as alteragdes dos niveis de flavondides em B. cheilantha causados pela

alteracdo pluviométrica no bioma Caatinga.



4. Artigo I:

Validagdo de metodologia espectrofotométrica
para quantificagdo dos flavondides de Bauhinia
cheilantha (Bong.) Steudel
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4. ARTIGO1

ARTIGO 1 SUBMETIDO A:

Revista: Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas

Autores: Peixoto Sobrinho, T.J.S.; Silva, C.H.T.P.; Nascimento, J.E.; Monteiro, J.M.;
Albuquerque, U.P.; Amorim, E.L.C.

Titulo: Validagdo de metodologia espectrofotométrica para quantificagdo dos flavondides de

Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel
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Validacdo de metodologia espectrofotométrica para quantificacdo dos

flavondides de Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel

Validation of the spectrophotometer methodology for quantifying flavonoid

content in Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel

Tadeu J. S. Peixoto Sobrinho', Carlos H. T. P. Silva', Jodo E. Nascimento', Jtlio M.

Monteiro?, Ulysses P. Albuquerque?, Elba L. C. Amorim'”

! Laboratorio de Produtos Naturais, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Pernambuco
? Laboratério de Etnobotéanica Aplicada, Departamento de Biologia, Area de Botanica,

Universidade Federal Rural de Pernambuco

RESUMO

Os laboratorios de fitoterapicos necessitam de metodologias que assegurem o controle de
qualidade de seus produtos quando os mesmos nao constam em farmacopéias ou monografias
oficiais. Baseado-se neste fato, o presente estudo visa validar uma metodologia analitica de
quantificacdo de flavonoides contidos nos extratos da pata-de-vaca (Bauhinia cheilantha
[Bong.] Steudel), através de espectrofotometria no visivel, como equivalentes de Rutina
(ug/mL). Todos os parametros exigidos pela ANVISA foram avaliados. No teste de
especificidade observou-se a existéncia de pico maximo a 420 nm. O método foi considerado
linear e com alta sensibilidade de quantificagdo (2,51 pg/mL). O método também mostrou-se
robusto e com elevada recuperacido (98,36%). Os resultados obtidos para repetibilidade,
precisdo intermediaria (intra-corrida e inter-corridas) e reprodutibilidade certificaram a
precisdo do método com valores entre 0,31 e 3,58%, sendo também considerado exato (95,71-
105,50%). Com este estudo, o método proposto foi considerado especifico, preciso,
reprodutivel, exato, de baixo custo e facil execucao.

Unitermos: validagdo analitica, espectrofotometria, rutina, pata-de-vaca.
ABSTRACT

Phytotherapeutic laboratories require access to methodologies that guarantee quality control
for their products when these items are not already registered in pharmacopeias or official
monographs. As such, the present study sought to validate analytical methodologies for
quantifying natural flavonoids contained in extracts of “pata-de-vaca” (Bauhinia cheilantha
[Bong.] Steudel) using visible light spectrophotometry and a rutin standard (ug/ml). All of
the parameters required by ANVISA were evaluated. The specificity test revealed a

" *E.L.C. de Amorim, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - CCS/UFPE - Av. Prof Arthur de S4, s/n - CEP:
54.740-521 Cidade Universitaria — Recife/PE, Brasil. Fone: (81) 2126-8511 e-mail: elba@ufpe.br
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maximum absorption peak at 420 nm. The methodology was considered linear and of high
quantification sensitivity (2.51 pg/ml). The methodology also proved to be robust, and had
high recovery levels (98.36%). The results obtained for repeatability, intermediate precision
(intra- and inter-run), and reproducibility all certified the precision of the method, with values
between 0.31 and 3.58%; the methodology was also considered exact (95.71-105.50%). This
study demonstrated that the proposed methodology can be considered specific, precise,
reproducible, exact, of low cost, and easy to perform.

Uniterms: analytical validation, spectrophotometry, rutin, pata-de-vaca.

INTRODUCAO

O género Bauhinia (Caesalpiniaceae) possui aproximadamente 300 espécies e, no
Brasil, podemos encontrar cerca de 20% destas em seu territorio (Haver, 2002; Silva,
Cechinel Filho, 2002), muitas presentes na composi¢cdo de diversos fitoterapicos ou
comercializadas em feiras livres (Melo et al, 2004). Apesar de ser bastante empregada na
medicina popular (Albuquerque, Andrade, 2002a,b; Albuquerque et al, 2005), o género
Bauhinia até o momento ndo faz parte da Farmacopéia Brasileira (Melo et al, 2004).

Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel ¢ uma espécie amplamente usada na medicina
tradicional de diversas comunidades rurais, podendo ser encontrada em quintais agroflorestais
ou em areas de mata de Caatinga (Albuquerque, Andrade, 2002a). E uma espécie de
expressiva importancia local sendo usada na producdo de remédios tradicionais com agdo
antiinflamatéria, antidiabética, para distarbios digestivos, reumatismo e sedativa
(Albuquerque et al, 2005; Almeida et al, 2005). Todavia, ainda sdo escassos os estudos que
investiguem sua atividade bioldgica. Por exemplo, o efeito hipoglicemiante da fragdo
butandlica do extrato foliar foi testada em ratos diabéticos induzidos por aloxano (Silva,
Cechinel Filho, 2002).

Outras espécies do género Bauhinia, por sua vez, ja foram os objetivos de diferentes
investigagdes. Argolo et al (2004) estudando a acdo antioxidante das folhas de Bauhinia
monandra Kurz., mostrou que os extratos cloroformico e acetato de etila, apresentaram
excelente atividade, com concentracdo de inibicao ICsy de 2 mg/g de DPPH e porcentagem de
inibi¢do IP de 60-65%. Esta atividade foi atribuida aos esterdides e flavonoides presentes nas
folhas, indicando potente atividade antioxidante quando comparada ao grupo tratado com
catequinas e com outros extratos vegetais.

A agdo andiabética de diferentes fragdes do extrato foliar de Bauhinia candicans
Benth. foi avaliada por Fuentes et al (2004). O tratamento de 8 mg/kg da fragdo III

(Kaenferol-3-O-rutinosideo) reduziu, significativamente, os niveis de glicemia, evidenciando
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uma atividade mais pronunciada. Estes resultados sugerem que os extratos de B. candicans
aumentam o metabolismo da glicose e que podem conter principios ativos com propriedades
hipoglicemiantes.

Durante os ultimos anos, diversos fitoterdpicos que possuem em sua constituicdo
plantas do género Bauhinia, tiveram seu registro indeferido por estar em desacordo com a
legislacao vigente (Brasil, 2007). Para a regularizacao de fitoterapicos, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige através de sua Resolugdo R.D.C. n°® 48, de 16 de Margo
de 2004 (Brasil, 2004), entre outras recomendacdes, a validagdo da metodologia analitica para
registro do produto acabado.

A Resolucao R.E. n° 899 de 29 de maio de 2003 (Brasil, 2003) da ANVISA, determina
em seu “Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos”, bem como os critérios
estabelecidos na norma Q2(R1) do ICH (1996) “Validation of analytical procedures: text and
methodology” que a metodologia considerar-se-a4 validada, desde que sejam avaliados os
seguintes parametros: especificidade, linearidade, robustez, limite de deteccao (LD), limite de
quantifica¢do (LQ), precisdo e exatiddo. Por tanto, a validacdo de metodologias analiticas
necessita ser especifica, robusta, sensivel, precisa e exata, constituindo fundamental
importancia para o controle de qualidade dos produtos e sendo parte das normas de Boas
Praticas de Fabricagdo ¢ Controle (Pimentel, Barros Neto, 1996; Barros Neto et al, 2002).

Em virtude das necessidades normativas no que se refere a regularizacdo de
fitoterapicos, o enfoque deste trabalho foi validar uma metodologia por espectrofotometria
capaz de quantificar os constituintes flavonicos presentes nas folhas de Bauhinia cheilantha
(Bong.) Steudel, para que possa ser usada rotineiramente nos laboratorios de controle de

qualidade.

MATERIAL E METODOS

Equipamentos

Empregaram-se espectrofotometro GBC UV/Visivel 911A (Melbourne) e cubeta de

quartzo 1 cm de caminho 6ptico para validar o método proposto. Em todos os parametros

foram utilizadas balancas (Sartorius) e vidrarias (Satelit) analiticas.
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Reagentes e padréo de referéncia

Os solventes usados para quantificar os flavonoides de B. cheilantha (Bong.) Steudel
foram todos de grau analitico: metanol p.a. Cinética Reagentes & Solugdes e Dindmica
Reagentes Analiticos, acido acético glacial p.a. Merck, cloreto de aluminio 99,5% Vetec
Quimica Fina e piridina Vetec Quimica Fina 99,0%. Como padrdo para flavonoides, foi

utilizado Rutina (Merck), com grau de pureza de 99,5%.

Amostra vegetal

As folhas de B. cheilantha foram obtidas na Estagdo Experimental da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecudria — [IPA (08°14°18,2”’S e 35°54°57,17), situado no
Agreste pernambucano, sendo a identificacdo confirmada pelo Prof. Dr. Ulysses P. de
Albuquerque, do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Apos secagem a temperatura ambiente, as folhas foram pulverizadas em triturador industrial e

devidamente armazenadas até os procedimentos de validacao.

Procedimentos Experimentais

O padrao (Rutina) foi preparado em baldo volumétrico de 100 mL com metanol,
obtendo-se concentracao final de 0,5 mg/mL. De cada amostra vegetal pulverizada 0,5 g foi
transferido para Erlenmeyers de 50 mL, sendo adicionados 25 mL de metanol e aquecidos em
chapa de aquecimento (até ebuli¢do) por trinta minutos. Os extratos foram filtrados em papel
de filtro e transferidos quantitativamente para baldes volumétricos de 50 mL. O residuo do
material foi lavado com 25 mL de metanol e novamente filtrado para o baldo, tendo o volume
completado com metanol.

Desta solugdo, foi pipetada e transferida uma aliquota para baldo volumétrico de 25
mL, no qual foram adicionados 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL de solugdo piridina-
metanol (2:8) e 2,5 mL de uma solu¢do metandlica de cloreto de aluminio a 5%, utilizando-se
agua destilada para completar o volume do baldo. A solucao branco foi preparada com todos
os reagentes anteriores (exceto extrato ou padrdo) em baldo de 25 mL. Apos intervalo de 30
minutos em repouso a temperatura ambiente, as leituras foram realizadas a 420 nm em cubeta

de quartzo de 1 cm.
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Parametros de validacéo

O ensaio de especificidade foi conduzido com os extratos metanodlicos das amostras
foliares de B. cheilantha pulverizadas e Rutina como padrido, ambos a concentragdo de 18
ug/mL, para verificacdo de possiveis interferentes. Os espectros de absorbancia foram
realizados na faixa compreendida entre 300-500 nm e forneceram os dados para construgao do
grafico de especificidade.

Para a linearidade foi usada a média de trés intervalos com repeti¢des auténticas, que
contemplavam seis concentragdes da solu¢ao de Rutina 0,5 mg/mL (6,0-20,0 pug/mL). Apos
relagdo linear visual, os resultados foram analisados estatisticamente para definir o coeficiente
de determinagio minimo aceitavel (R* = 0,99), a equagdo de regressdo, o ajuste linear e o
desvio-padrao relativo (Barros Neto et al, 2002; Brasil, 2003).

Os limites de detec¢do e quantificagdo foram estimados (em pg/mL) considerando o
desvio-padrao em razdo ao coeficiente angular (inclinagdo da reta) obtidos pela linearidade,
onde foram utilizadas as equacdes 1 e 2 para determinar o limite de deteccao e quantificacdo,

respectivamente (Brasil, 2003).

LD =DPax 3/lC { Equagéo 1)
LQ = DPa x 10/C { Equagéo 2)

Onde o LD ¢ o limite de detec¢do; LQ ¢ o limite de quantificagdo; DPa ¢ o desvio-
padrao relativo; IC ¢ a inclinacao de curva de calibragao.
O parametro recuperagao foi realizado com trés amostras em triplicata e o resultado

foi obtido através da equacao 3.

R (%) =CTF-CFE x100 {Equago 3)
CFP

CTF compreende a concentragdo total de flavonoides (padrao Rutina adicionado ao
extrato foliar de B. cheilantha), CFE compreende a concentracdo de flavonoides no extrato
foliar e CFP a concentracdo de flavondides do padrdo Rutina. R (%) € a recuperacdo obtida

(Brasil, 2003).
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Os fatores a serem considerados para analisar a robustez foram: tempo de extracao (20
e 40 minutos), estabilidade de leitura (20 e 40 minutos) e diferentes fabricantes de solventes
(Cinética e Dinamica), o que esta de acordo com o preconizado pela ANVISA (Brasil, 2003).
Os resultados foram avaliados mediante comparagdo através da andlise de varidncia.

Os ensaios de repetibilidade e precisdo intermedidria foram determinados por seis
amostras de mesma concentracao (18 pg/mL) executados no mesmo dia (intra-corrida) e dois
dias consecutivos por analistas diferentes (inter-corridas) (Brasil, 2003). Os resultados foram
expressos como desvio-padrdo relativo (equagdo 4). A reprodutibilidade foi realizada no
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica e compreendeu seis amostras de mesma
concentracdo (18 pg/mL). A exatiddo foi avaliada por trés controles (em triplicata) de
concentragdo baixa (9,0 pg/mL), média (18 pg/mL) e alta (27 pg/mL). A exatiddo (equacdo

5) foi calculada, individualmente para cada controle.

DPR (%) = DPICMD x 100 {Equagéo 4)
E {%) = CMEICT x 100 (Equagéo 5)

Onde o DPR (%) ¢ a precisdo; DP ¢ o desvio-padrao; CMD ¢ a concentracao média
determinada; E (%) ¢ a exatiddo; CME ¢é a concentragdo média experimental; e CT ¢ a

concentracgao teorica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Especificidade

Na Figura 1 podemos observar o espectro obtido para o extrato de B. cheilantha (18
png/mL) e para a Rutina (18 pg/mL), na faixa compreendida entre 300-500 nandmetros, sendo
evidenciado apenas um pico de absor¢do maxima a 420 nm. Com isso, confirmamos que neste
comprimento de onda € possivel quantificar especificamente o padrdo para flavondide e os

contidos no extrato, mesmo na presenca de impurezas.
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FIGURA 1 — Especificidade do método construido com padrao rutina (18,0
HoimL) e com o extrato foliar de Bauhinia chellantha (Bongard) Steudel (18,0
equivalentes de rutina). Amplitude compreendida entre 200-500 nm.
Identificacéo de pico maximo a 4200 nm. Abs= Absorbancia.

Linearidade e Limites de Detec¢do (LD) e Quantificacdo (LQ)

O método espectrofotométrico apresentou linearidade a 420 nm para as concentragoes
estudadas (6,0-20 ug/mL). A equagao da regressao linear média obtida a partir de trés curvas

de calibragdo, foi y = 0,0256x + 0,0141, onde y ¢ a absorbancia (nm) e X a concentragao

(ug/mL) em equivalentes de Rutina (Fig. 2).

Curva de Calibragao

06 -
y=0.0256x+ 00141

05 R = 09994

04 -

[Abs]
i

02 1

OU T T T T 1
0o 5.0 10.0 150 200 250

Concentrac&o (uafiml)

FIGURA 2 — Curva de calibracao construida com padrac rutina (6 ,0-200
pofmb) a 420 nm, onde a equacéo linear média obtida foi v = 0.0246x +
0,0141. Os valores sdo referentes aos dados da Tabela |. Abs = Absorbancia.
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O coeficiente de determinagdo obtido foi R* = 0,9994, comprovando a adequacio do
método ao intervalo avaliado (Brasil, 2003). Os dados de precisdo (DPR) e exatidao (E) do

intervalo do método sdo apresentados na Tabela I.

TABELA | - Resultados da Linearidade por espectrofotometria para
flavondides foliares de Baulhinia cheifantha (Bongard) Steudel, utilizando-se
Futina como padrao.

ngﬂg:ﬁgﬁi& C=3) DP  DPR(%)  E(%)
5.0 5051 01033 171 100,85
8.0 8160 01790 319 102,00
100 9057 02561 357 9957
120 12002 02151 178 100,77
16.0 15842 03854 343 99.02
30,0 19658 05023 356 9829

C = Concentragdo média (ug/mL) de trés determinagdes, DF = Desvio-
padrao; DPR (%) = Desvio-padrao relativo (Frecisao); E (%) = Exatidao.

Os valores dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) estimados pelas
equagdes 1 e 2, foram 0,75 ¢ 2,51 pg/mL, respectivamente. Com esses resultados, verificamos
que o método possui alta sensibilidade para detectar e quantificar o padrdao, sem sofrer
alteracdo de fatores intrinsecos do equipamento.

A anélise de variancia ANOVA confirmou que o método proposto foi considerado
linear e indica que nao ha falta de ajuste (ao nivel de 95% de confianca) (Pimentel, Barros

Neto, 2002), como pode ser visto na Tabela II.

TABELA Il — Resultados da Analise de Variancia (ANOWA) e teste de ajuste

lingar (P=005).

AN A

Fanfe S0 gl M = F-critico
Modelo 02684 1 0,2684 162590 44940
Residual 00026 16 0,0002 Curva Linear
Falta de ajuste 0,0002 4 0,0000 0,2050 32592
Erro puro 00025 12 0,0002 Mao ha falta de ajuste

Total 02710 17 0,0158
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Recuperacéo e Robustez

A recuperagdo que mede a eficiéncia do procedimento de extracdo do método proposto
foi 98,36%, atestando este valor como aceitavel (Brasil, 2003).

Os fatores da robustez (tempo de extracdo, estabilidade e diferentes fabricantes de
solventes) foram avaliados em triplicata (Brasil, 2003) intrafatores (parametro individual) e
interfatores (todos os pardmetros conjuntamente). Os resultados receberam tratamento

estatistico pela andlise de variancia fator duplo e esta analise se encontra na Tabela III.

TABELA Il — Analise de varigncia ANOWA fator Unico demonstrando que o
método possui robustez.

ANOWA

Fonte da wariagdo SQ g! M F valor-P F critica
Entre grupos 241228 5 04858246 1727314 0202884 3105875
Dentro dos grupos 339194 12 0282662
Tatal 55833168 17

O método mostrou que ndo ha diferenca estatistica significativa (P<0,05), ja que
encontrou valores de F,jcuado menores que os valores de Fitico, demonstrando assim ser um

método robusto em todos os fatores analisados.

Precisdo e Exatidao

Os dados de repetibilidade, precisdo intermedidria (intra-corrida e inter-corridas),

reprodutibilidade e exatiddo do método encontram-se na Tabela IV.
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TABELA IV — Resultados da repetibilidade, precisdo instermediaria, reprodutibilidade e
exatiddo do metodo espectrofotométrico para o doseamento dos flavondides contidos nos
extratos de Bavhinia chellantha (Bongard) Steudel.

. Concentragao g a
Ensaio Teérica (pgimL) n C DP DPR(%) Ei%)
Repetibilidade 18,0 B 13,069 0,203 1.12% 100,38%
18,0 3 18,113 0,641 354% 100,63%
Analista 1
_ 18,0 B 18,087 0573 3A17% 100 48%
Frecisao
Intermediaria 18,0 6 18,133 0484 267%  100,74%
Analista 2
18,0 B 13,060 0,647 358% 100,33%
Reprodutibilidade 18,0 B 18,990 0,083 0 44% 105,50%
9.0 3 9,303 0,0957 1,03% 103,37%
Exatidéo 18,0 3 17,465 0,0792 045% 97.03%
270 3 25843 0,0792 031% 95,71%

Z = Concentragdo média (ug/mL) das n determinagdes, DF = Desvio-padrao,
DPR (%) = Desvio-padrio relativo (Precisao), E (%) = Exatidao

Nos ensaios de repetibilidade (intra-corrida) e precisdo intermedidria (inter-corridas)
encontrou-se, respectivamente, 1,12% e 2,67-3,58%. Para a exatidao encontraram-se valores
compreendidos entre 95,71-108,15%. A ANVISA regulamenta que os resultados da precisdo
ndo podem ultrapassar 5% e, para exatiddo, ndo deve ser inferior a 95% (Brasil, 2003). Estes
dados confirmam que o método de quantificagdo por espectrofotometria (no visivel) proposto
encontra-se em conformidade com a legislacdo vigente e apresenta confiabilidade dos

resultados.

CONCLUSAO

O método proposto apresenta alta especificidade a 420 nm para o extrato foliar de
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel o que confere confiabilidade na quantificacdo de
flavonodides. A linearidade confirma que o método ¢ linear e possui alta sensibilidade de
quantificagio (LQ=2,51 pg/mL). E um método robusto para os fatores exigidos pela
legislacdo vigente e encontra-se dentro do limite para a recuperagdo (98,36%). Os resultados
de precisdo e exatiddo obtidos atestam confiabilidade necessaria para o uso desta metodologia
em laboratorios de controle de qualidade. O método de quantificagdo por espectrofotometria a

420 nm, mostrou-se preciso, exato e reprodutivel, aliado a facilidade de execugao.
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Analise da pluviosidade e do efeito de borda sobre os niveis de flavonoides

em Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel
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RESUMO: Este estudo avaliou a influéncia do efeito de borda e da pluviosidade sobre a
produgdo de flavondides em individuos de B. cheilantha em uma area de caatinga no estado
de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Foi utilizada metodologia analitica por complexa¢do com
cloreto de aluminio para quantificar a concentracdo de flavondides contidos nos extratos
foliares de B. cheilantha, por meio de espectrofotometria no visivel. De forma geral, o efeito
de borda afeta a producdo de flavondides, entretanto, ndo foi possivel correlacionar a
produgdo de flavonodides e a pluviosidade, demonstrando que a espécie avaliada utiliza outra
estratégia como resposta as pressdes ambientais.

Unitermos: Caatinga, pata-de-vaca, pluviosidade, ecologia quimica

ABSTRACT: “Analysis of rainfall and edge-effects on flavonoid levels in Bauhinia
cheilantha (Bong.) Steudel”. The present study evaluated the influence of the edge-effect
and rainfall on flavonoid content in individuals of B. cheilantha in an area of caatinga
vegetation in Pernambuco State, northeastern Brazil. The analytical methodology used
aluminum chloride binding to quantify flavonoid concentrations by visible light
spectrophotometry in leaf extracts of B. cheilantha. In general, forest edges influenced
flavonoid production, but it was not possible to relate production with rainfall levels. These
results demonstrate that this species uses various strategies to respond to environmental
variables.

Keywords: Caatinga, pata de vaca, rainfall, chemical ecology

" E-mail: elba@ufpe.br, Tel. + 55-81-21268511
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INTRODUCAO

Diversos fatores ambientais, como sazonalidade, ritmo circadiano, radiagao,
temperatura, altitude e umidade podem modificar o metabolismo secundério vegetal,
interferindo quantitativamente e/ou qualitativamente na producao de compostos (Gobbo-Neto
et al., 2007). Em situagdes de estresse (hidrico ou oxidativo, por exemplo) o vegetal pode
modificar sua rota biossintética e produzir substincias de defesa como respostas as mudancgas
de seu habitate (Dicke, Hilker, 2002; Winkel-Shirley Winkel-Shirley, 2002).

As variagdes sazonais como foto-periodo, intensidade luminosa e temperatura podem
alterar significativamente os niveis de varios grupos de substancias fenolicas, principalmente
flavonoides, quando monitoradas em diferentes estagdes do ano (Yao et al., 2005). Por
exemplo, diferengas significativas foram observadas no conteudo de compostos fenolicos e
flavonoides totais de Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) em fungio da estagdao do ano e da
condi¢do climdtica em cinco regides do Paquistdo, em que areas mais frias apresentaram
niveis mais elevados dessa classe quando comparadas as regides quentes, e os efeitos da
sazonalidade para fenois totais foram mais acentuados que para os flavonoides (Igbal,
Bhanger, 2006).

Duas espécies de samambaia, Pteridium caudatum (L.) Maxon e P. arachnoideum
(Kaulf.) Maxon (Dennstaedtiaceae), foram o alvo de uma pesquisa sobre a influéncia da
fenologia e a altitude em relacdo ao conteudo de compostos fenolicos, percebendo-se que
houve um aumento progressivo com o desenvolvimento foliar em ambos (Alonso-Amelot et
al., 2004). Contudo, ha uma razdo desigual entre a produc¢do de compostos fendlicos de baixo
peso molecular (BPM) e alto peso molecular (APM), verificando que a sintese e acumulacao
dos niveis de compostos fendlicos de BPM independem da altitude, contrapondo os de APM
que se correlacionaram positivamente com o aumento da altitude para as duas espécies
(Alonso-Amelot et al., 2004).

Outro fator ambiental que pode interferir na sintese de metabolitos secundarios € a
fragmentacdo florestal, formando dareas de transicdo denominadas bordas, que causam
profundos impactos sobre os processos ecoldgicos, tornando-as vulneraveis a invasdo de
espécies exodticas e herbivoros, além de provocar alteragdes microclimaticas que exercem
influéncia sobre o balanco energético da microrregido (Debinski, Holt, 1999; Laurance,
Yensen, 1991; Murcia, 1995; Saunders et al., 1991).

Deste modo, areas fragmentadas com individuos localizados na borda e no interior de

remanescentes florestais podem apresentar comportamento diferenciado em relagao a
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producdo de metabolitos secundarios, como resposta as diferentes pressdes ambientais. Estas
mudangas, no entanto, ndo sao permanentes ¢ evoluem com o tempo a medida que a borda se
fecha devido ao crescimento da vegetacao (Périco et al., 2005).

No Brasil, ha grande interesse em estudos relacionados a ecologia quimica,
principalmente com vistas a identificacdo de aleloquimicos para a industria de herbicidas e
inseticidas, entretanto, poucos estudos focalizam a ecologia quimica de plantas medicinais,
principalmente do bioma Caatinga. Monteiro et al. (2006) estudando os niveis de taninos em
Myracrodruon urundeuva (Engl.) Fr. All. (Anacardiaceae) e Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan (Mimosaceae) observaram que a sintese de substancias tanantes possui forte relagio
com a sazonalidade da Caatinga e, estas espécies, demonstram diferentes estratégias
adaptativas frente a periodos de seca e chuva.

Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel (Caesalpiniaceae) foi escolhida por ser uma
espécie nativa da Caatinga que possui forte pressao extrativista, apresentar elevada densidade
na area de estudo (Alcoforado-Filho et al., 2003) e possuir diversos usos na medicina
tradicional (Agra et al., 2007a,b; Albuquerque, 2006; Albuquerque et al., 2007a,b).

Um estudo dedicado a avaliar a relagdo entre os niveis de flavonoides de B. cheilantha
e fatores ambientais (efeito de borda e pluviosidade), fornecerdo informacgdes cientificas
essenciais para a entendimento da ecologia quimica de plantas da Caatinga, uma vez que ha
poucos estudos que ddo énfase a esta 4rea e proporcionar as industrias farmacéuticas o
procedimento técnico para a realizagdo eficiente do controle de qualidade, trazendo

estabilidade, constancia e eficacia dos produtos comercializados.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O trabalho foi desenvolvido no remanescente de vegetacdo caducifélia espinhosa
(Caatinga) com cerca de 20 hectares dentro da Estagdo Climatoldégica da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecudria (IPA), a nordeste de Caruaru e a aproximadamente
150 km de Recife, situada na mesorregidao do Agreste pernambucano (Fig. 1). Segundo
Alcoforado-Filho et al. (2003), este fragmento abriga cerca de 100 espécies representantes de
arvores, arbustos, subarbustos, cipds e ervas distribuidas em 41 familias, sendo os mais

conspicuos, Euphorbiaceae, Mimosaceae e Fabaceae.
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Figura 1 — Localizacio geografica da Estacio Climatolégica da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) no municipio de Caruaru, agreste
de Pernambuco, Brasil (08°14°18,2”S 35°54°57,1™). (Fonte: Monteiro et ai., 2006)
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A area estudada possui solo podzolico amarelo, eutrofico, abrupto e textura franco-

arenosa, a temperatura média anual varia entre 19-23°C, a precipitagdo média ¢ abaixo de 700

mm/ano ¢ encontra-se a 537 m de altitude (08°14°18,2”S ¢ 35°54°57,1”") (Alcoforado-Filho et

al., 2003). A partir dos dados pluviométricos obtidos na Estagdo Climatologica do IPA, foi

considerada estacdo seca o periodo entre os meses de outubro a marco que apresentou chuvas

dispersas, enquanto que entre os meses de abril e setembro/2006 a precipitagdo total foi de

450,3 mm.
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Coleta de material vegetal

Para monitorar o teor de flavonoides, foram formados grupos de dez individuos de B.
cheilantha: Grupo I — formado por individuos selecionados dentro das parcelas previamente
demarcadas, perfazendo area total de 1,0 hectare (Araujo, 1998); Grupo II — formado por
individuos selecionados na borda do fragmento, com distdncia maxima de 10 metros da
margem. Os critérios estabelecidos para coleta do material vegetal foram: folhas inteiras,
localizadas nas extremidades dos ramos e mesmo estagio de desenvolvimento. As amostras
coletadas foram armazenadas em sacos de papel, identificadas e levadas ao laboratorio para
subseqiiente analise, sendo este monitoramento realizado entre os dias 16 € 26 de cada més.

No mesmo periodo, as amostras coletadas foram identificadas pelo Prof. Dr. Ulysses
P. de Albuquerque do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco e o material testemunho encontra-se incorporado ao Herbario Prof. Vasconcelos

Sobrinho do Departamento de Botanica, na Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Procedimentos experimentais

Preparacdo dos extratos

As amostras vegetais coletadas em campo foram armazenadas em sacos de papel e
transportadas ao laboratério, no qual passaram pelo processo de secagem em estufa durante
trés dias a 50°C, pulverizadas em triturador industrial e analisadas quantitativamente.

Os extratos foram preparados em erlenmeyers contendo 500 mg das amostras
pulverizadas e aquecidos com 25 mL de metanol (99,5% v/v) em placa de aquecimento a
temperatura de 60°C durante 30 minutos. Os extratos foram filtrados em papel-filtro
quantitativo Whatman e transferidos quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL.
O residuo do material foi lavado com 25 mL de metanol (99,5% v/v) e novamente filtrado
para o mesmo baldo, que foi aferido com o mesmo solvente. Todos os procedimentos foram

realizados em triplicata.

Quantificacao do conteudo flavonico

Seguiu-se a metodologia descrita por Silva et al. (2005). Do extrato preparado foi

pipetada e transferida uma aliquota de 1 mL para balao volumétrico de 25 mL, ao qual foram
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adicionados 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL do reagente piridina (solugdo metanolica
a 20% v/v) e 2,5 mL do reagente cloreto de aluminio (solu¢do metandlica a 5% p/v), sendo o
volume do baldo completado com dgua destilada. Apos intervalo de 30 minutos em repouso a
temperatura ambiente, as leituras foram realizadas a 420 nm em cubeta de quartzo de 10 mm
de caminho 6ptico. Os resultados foram expressos em teor (p/p) da matéria seca. Utilizou-se
rutina em metanol (99,5% v/v) como padrao (0,5 mg/mL) para construir a curva de calibracdo

utilizando-se seis determinagdes (5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 pg/mL).

Andlise estatistica

Para avaliar a normalidade dos dados foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov
(Ayres et al., 2005). Foi utilizada ANOVA um critério para comparar, individualmente, as
diferengas nos teores de flavonoides intra-grupo (Grupo I e Grupo II) durante os meses de
coleta e para confrontar os resultados inter-grupo (Grupo I versus Grupo II),
complementando-se o estudo, quando necessario, com o teste de Tukey para comparar as
diferencas entre as médias. A correlagdo de Pearson foi empregada para avaliar se os niveis de
flavondides dos Grupos I (interior) e II (borda) oscilavam concomitantemente ou
separadamente e relacionar estes com a influéncia pluviométrica sobre a sintese de
flavondides. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o programa BioEstat 4.0 (Ayres

et al., 2005).

RESULTADOS

O teste Kolmogorov-Smirnov ndo encontrou valores unilaterais e bilaterais
significativos, indicando que os dados possuem distribui¢ao normal.

Foi observado que durante o monitoramento mensal, os niveis de flavondides de B.
cheilantha variaram intra-grupo, sendo observadas diferencas estatisticas no Grupo I
(F=16.435, p<0.0001) e no Grupo II (F=9.878, p<0.0001). Através da andlise de variancia
realizada entre os Grupos I e II, pode-se confirmar que os individuos localizados a borda do
fragmento concentraram mais flavonodides do que os do interior da mata (F=11.244;
p<0.0001). Porém, este padrdo ndo ocorreu no més de julho/2006, quando o teor de
flavondides do Grupo I foi mais elevado. O coeficiente de Pearson apontou correlagiao

positiva entre os grupos (r=0.8391, p=0.0367).
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Os niveis de flavonodides foliares de B. cheilantha do Grupo I correlacionaram-se
negativamente com a precipitagdo acumulada de 30 dias (r=-0.2589, p=0.620), o que também
foi observado com o Grupo II para 30 dias (= -0.1605; p=0.761). Contudo, ndo ficou
evidente a relacdo existente entre a pluviosidade e a producdo de flavonodides. Os resultados

podem ser visualizados na Tabela I e na Figura 2.

TABELA I — Média mensal seguida de erro-padréo dos niveis de flavondides de dez
individuos de Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel coletados no interior (Grupo I) e
borda (Grupo II) na area de estudo em Caruaru, PE — Brasil.

Teor de flavondides (p/p)

Mes
Grupo I( =EP) Grupo II ( +EP)

Abril 2,117+0,301 ac 2,213+0,396 ac
Maio 1,641+0,835 a 2,291+1,018 ac
Junho 3,334+0,505b 3,557+0,856 b
Julho 2,244+0,392 ac 1,839+1,077 ¢
Agosto 2,974+0,292 bd 3,640+0.412 b
Setembro 2,479+0,280 cd 2,991+0,425 ab

Médias seguidas da mesma letra mimiscula ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 2 - Correlacdo entre teor de flavondides (mg/Kg) foliares de Bauhinia
cheilantha (Bong) Steudel em relacio a pluviosidade em um fragmento de mata de

Caatinga no municipio de Caruaru/PE, regido Nordeste do Brasil.

DISCUSSAO

O efeito de borda (Debinski, Holt, 1999; Laurance, Yensen, 1991; Murcia, 1995;

Saunders et al., 1991) parece explicar o comportamento apresentado por individuos de B.

cheilantha localizados na borda (Grupo II) em comparagdo com os do interior da mata (Grupo

I), em funcdo da producdo de flavondides, onde os individuos do grupo II exibiram

concentragdes mais elevadas destes compostos. No entanto, esta influéncia nao foi observada

no més de julho/2006, quando o Grupo I apresentou niveis mais elevados de compostos

flavOnicos.

Embora este fendmeno possa explicar os resultados encontrados, fatores intrinsecos e

extrinsecos podem interferir na producao de flavonoides. Por exemplo, individuos localizados

na borda recebem maior incidéncia luminosa causando modificagdes fisioldgicas nas folhas, o
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que pode atrair insetos herbivoros e estes, atrair passaros (Barbosa et al., 2005; Murcia, 1995).
Assim, o efeito de borda em funcao da radiacdo e ataque de herbivoros, pode desencadear
uma série de respostas quantitativas e/ou qualitativas (Dicke, Hilker, 2003), como a producao
de flavonodides, que fornecem prote¢ao a herbivoria e radiagdo ultravioleta (Amaral et al.,
2004), podendo ser estes os fatores que influenciam a sintese deste grupo em individuos de B.
cheilantha.

Foi observado que o processo de herbivoria promove diversificagdo na producgdo de
substiancias de defesa, como flavonas, flavondis e flavanonas em folhas atacadas de
Lonchocarpus muehlbergianus Hassl (Fabaceae), sugerindo que o vegetal produz defesas
mais eficientes ao ataque do herbivoro (Oliveira et al., 2006). Confirmando estes resultados,
Soares et al. (2000), verificaram que folhas sadias e folhas atacadas de Rollinia laurifolia
Schdtl. (Annonaceae), apresentavam perfis flavonicos distintos, mostrando que as amostras
herbivoradas possuiam maior diferenciagdo estrutural, indicando resposta qualitativa.

A produgdo de flavonoides de B. cheilantha ndo parece estar relacionada com a
pluviosidade, embora para outras espécies vegetais seja observada esta relacdo. Por exemplo,
para amostras de Cecropia glaziovii Snethl. (Cecropiaceae) coletadas em trés regides de
Minas Gerais/Brasil os niveis de flavonoides em folhas jovens e maduras foram mais
elevados na estiagem quando comparados com o periodo chuvoso (Luengas-Caicedo et al.,
2007). Estudo realizado com Baccharis trimera Less. (Asteraceae) mostrou que os niveis de
flavonoides das amostras coletadas no verdo diferiram estatisticamente das demais,
representando aumento médio de 72% das amostras coletadas no inverno e 80% da primavera
(Borella et al., 2001).

Solar et al. (2006) observaram que ao longo das estagdes pode haver diferengas no
teor de substancias fenolicas em Juglans regia L. (Juglandaceae), verificando um aumento
progressivo no conteudo de flavonodides com o inicio da estiagem, enquanto que para alguns
acidos fenolicos (vanilico, siringico, elagico e clorogénico) foi o oposto, decrescendo os
niveis com a estiagem.

Sosa et al. (2005) estudando dois grupos de Cistus ladanifer L. (Cistaceae)
provenientes de duas regides da Espanha, com condigdes climaticas diferentes, observaram
que em folhas maduras, as quantidades de flavonoides quadruplicaram entre o inverno € o
verdo no Grupo I (regido com menor pluviosidade), enquanto que no Grupo II (regido com
maior pluviosidade) esse aumento foi trés vezes maior, com diferencas significativas entre os

grupos. Neste mesmo estudo, foi observado que para as folhas senescentes, os teores de
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flavonoides foram superiores aos encontrados nas folhas maduras, em relacdo a massa do
exudato, do outono a primavera (Sosa et al., 2005).

A sazonalidade climatica parece ser um importante fator também para taninos, como
foi verificado por Monteiro et al. (2006) com duas espécies tipicas do bioma Caantiga. Os
autores observaram que cascas e¢ folhas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
(Mimosaceae) e Myracrodruon urundeuva (Engl.) Fr. All. (Anacardiaceae), concentravam
mais compostos tanantes nos periodos de estiagem, verificando também que as cascas de A.
colubrina possuiam maiores teores do que as folhas durante a estagdo chuvosa, enquanto que
M. urundeuva exibiu niveis mais elevados nas suas folhas, em comparagdo com suas cascas,
durante a estagdo chuvosa (Monteiro et al., 2006).

Este trabalho gerou contribui¢des essenciais para a compreensao da ecologia quimica
de plantas da Caatinga, uma vez que ha poucas pesquisas relacionadas a importancia deste
ecossistema sobre a produgdo de metabdlitos secundario, em especial flavondides. As
diferencas nos teores de flavonoides observadas, entre individuos localizados no interior e
borda da mata, podem fornecer parametros para a busca com mais seguranga da matéria-
prima vegetal, melhorando a qualidade dos produtos comercializados e diminuindo a pressao

extrativista.
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6. CONCLUSAO

A partir do levantamento realizado, podemos observar que Bauhinia cheilantha
(Bong.) Steudel ¢ uma espécie amplamente usada na medicina popular e desperta interesse
cientifico e econdmico. Estudos realizados com plantas do género em diversos paises
confirmam suas atividades e respaldam o uso popular. O elevado uso terapéutico estimula a
indtstria farmacéutica a produzir medicamentos fitoterapicos, sendo necessarios estudos
voltados para o controle de qualidade dos produtos comercializados.

A constancia na producdo de substincias ativas presentes nas plantas variam de acordo
com fatores ambientais como altitude, pluviosidade e temperatura, e laboratoriais como
estabilizacdo, extracdo e métodos analiticos. Estes fatores associados podem interferir na
qualidade dos produtos e, por conseqiiéncia, na acao farmacoldgica.

A valida¢do da metodologia analitica para quantificacdo dos flavondides presentes em
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steudel foi avaliada com base na Resolugdo RE N°. 899 de 29 de
maio de 2003 publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e apresentou-se em
conformidade com os parametros estabelecidos, demonstrando ser um método simples, rapido
e de baixo custo, sendo uma alternativa vidvel para ser utilizada em laboratdrios de controle
de qualidade, j& que a espécie ndo consta em farmacopéias ou monografias oficiais.

Verificamos que as diferencas nos teores de flavonoides entre individuos localizados
no interior ¢ borda da mata fornecem pardmetros que orientem a inddstria a procurar com
mais seguranga, a matéria-prima vegetal melhorando a qualidade dos produtos extraidos

garantindo a seguranca e eficacia dos fitoterapicos produzidos.
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