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RESUMO

BICALHO, Grécia Oiama Dolabela. Estudo fitoquimico ¢ morfolégico de
folhas de Bauhinia holophylla Steud. LAVRAS: UFLA, 2002. 74 p.

(Dissertagdo — Mestrado em Agronomia)”

Bauhinia holophylla é uma planta vulgarmente conhecida como miroré, moror6,
pata-de-vaca, unha-de-vaca, pata-de-boi, sendo comum no Cerrado mineiro. Na
localidade do norte do Estado de Minas Gerais, o miror6 ¢ amplamente utilizado
em forma de chi de suas folhas, com o propésito de emagrecimento. Com base
nesse principio, realizaram-se pesquisas fitoquimicas das folhas de Bauhinia
holophylla em 6 etapas principais e complementares. As folhas foram coletadas
na cidade de Lavras-MG, em campos abertos de Cerrado. Experimentalmente,
no laboratério de Quimica Orgéanica da UFLA (Universidade Federal de Lavras),
foram realizados: extragdo de 6leo essencial , pela técnica “arraste a vapor” das
folhas frescas (0,01%) secas & sombra (0,02%), secas em estufa ventilada a 42
°C (0,04%) e liofilizadas (0,05%), as quais passaram por andlises em
Infravermelho e Cromatografia Gasosa acoplada & Espectrometria de massa. Os
estudos foram conduzidos com o objetivo de estabelecer procedimentos mais
precisos, de modo a otimizar o tempo, rendimento quantitativo e qualitativo do
6leo essencial extraido. Levantamento estatistico foi efetuado de modo a
comparar o rendimento do 6leo essencial das folhas entre dois aparelhos de
Clevenger. Para a extragiio a frio, foram utilizadas 500g de folhas secas e
trituradas, formando uma “torta®, que passou por uma série de solventes (de
polaridade crescente) e que, forneceu extratos majoritarios: etanélico (4,121%) e
metanélico (3,432%), os quais foram separados para a coluna cromatogréfica e
analise em cromatografia de camada delgada. O screening fitoquimico cldssico
revelou (andlises qualitativas) a presenga de inimeros compostos orgénicos,
entre eles os flavondides, taninos, saponinas, derivados de cumarinas,
carotendides, catequinas, purinas, depsideos e depsidonas, agiicares redutores,
esterdides e triterpenéides, &cidos orgdnicos e azulenos. No Departamento de
Biologia da UFLA (Universidade Federal de Lavras), Laboratério de Morfologia
Vegetal, as folhas de Bauhinia holophylla foram utilizadas para determinagio
dos indices estométicos e de tricomas secretores, bem como para estudos morfo-
anatdbmicos, provas histoquimicas e preparagio de exsicatas que serdio

* Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Cardoso (Orientador), PhD. José
Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA, Ms. Manoel Losada Gavilanes - UFLA,
Dra. Angelita Duarte Corréa - UFLA.



depositadas em diferentes herbérios do Pais. Apés os experimentos, concluiu-se
que os solventes mais adequados para a extragfo das folhas de Bauhinia
holophyila foram o etanol e 0 metanol, e o processo de liofilizagdo para extragio

de éleo obteve maior rendimento em peso.



ABSTRACT

BICALHO, Grécia Oiama Dolabela. Phytochemical and morfological study of
leaves of Bauhinia holophylla Steud. LAVRAS: UFLA, 2002. 74 p.

(Dissertation - Mastery in Agronomy)”

Bauhinia holophylia is ordinary known as “mirord”, "moror6”, “pata-de-vaca”,
“unha-de-vaca” e “pata-de-boi”, and this plant is common in the ridge of
mountain of Minas Gerais. At the north of the state of Minas Gerais, Bauhinia
leaves are widely used in tea preparations in order to make people to lose
weight. Based on this principle, many phytochemical researches of Bauhinia
holophylla were realized in 6 main and complementary steps. The leaves were
collected in Lavras city — MG, in open meadow fields. At the Organic Chemistry
Laboratory of UFLA (Lavras Federal University) experimental studies were
made, such as: extraction of essential oil by the steam dragging technique of the
green leaves (0,01%) wich were dried in shade (0,02%), dried in aerated stove at
42 °C (0,04%) and lyophilized (0,05%), which were analyzed by infra-red and
gaseous chromatography with mass spectrometry. The studies were leading with
the purpose of stablishing more exact procedures in order to optimize the time
and quantitative and qualitative yield of the essential oil extracted. A statistic
study was done to compare the essential oil yield in two Clevenger equipments.
For the extraction at environmental temperature, 500g of dried and grinded
leaves forming a “dough”, that passed through a series of solvents (of increasing
polarity) and supplied major extracts: ethanolic (4,121%) and methanolic
(3,432%) which were separated for the chromatographic column and thin layer
chromatography analysis. The classical phitochemical screening revealed
(qualitative analysis) the presence of numerous organic composites, such as:
flavonoids, tanines, saponines, cumarine derived substances, carotenoids,
catequines, purines, depsides and depsidines, reductive sugars, steroids and
triterpenoids, organic acids and azulenes. At the Vegetable Morphology
Laboratory of the Biology Department (UFLA) the Bauhinia holophylla leaves
were used to determine the secreting trichomes, as well as morph-anatomical
studies, histochemical proofs and preparation of exsiccated samples that will be
placed in different herbaria around the country. After these experiments, it was
concluded that the most adequate solvents to extract the substances from the

* Guidance Committee: Dra. Maria das Gragas Cardoso (Adviser), PhD. José
Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA, Ms. Manoel Losada Gavilanes - UFLA,
Dra. Angelita Duarte Corréa — UFLA (Co-advisers)



Bauhinia holophylla leaves were ethanol and methanol and the lyophilizing
process to extract the oil obtained the best yield in weight. '



1 INTRODUCAO

O hébito tradicional de aplicagio de plantas no restabelecimento da
saiide pela comunidade nos dltimos anos tornou-se mais intenso em todo o
mundo civilizado. Nossos ancestrais tiveram as suas proprias experiéncias com a
flora e selecionaram as plantas uteis existentes na natureza sob varios enfoques.
Esse legado veio subsidiar as geragdes que nos precederam, € que, por sua vez,
ampliaram essas descobertas, de modo que plantas similares encontradas nas
proximidades locais foram sendo testadas no tratamento de sintomas
semelhantes. Posteriormente, os boténicos classificaram essas novas plantas
como pertencentes ds mesmas familias e, as vezes, aos mesmos géneros.
Inimeros autores tém apontado a importincia dos estudos quimicos e
farmacolégicos realizados com espécies da flora nativa, ressaltando as
potencialidades de vérias delas, bem como da necessidade de maiores estudos na
riquissima flora brasileira, levando-se em conta nfio s6 o valor das plantas
medicinais como recurso terapéutico, mas também como fonte de recursos
econdmicos. A alta nos pregos dos medicamentos tem levado uma boa parte da
populag@o a se voltar para o uso da flora medicinal, na esperanga de minorar ou
conter seus sofrimentos. Com a demanda pela utilizagdo de plantas medicinais
na cura ou prevengdo de doengas, o cultivo e/ou o extrativismo dessas tornou-se
uma alternativa cada vez mais importante na agricultura nacional. O comércio de
ervas tidas como medicamentosas ja se apresenta como uma nova opgéo de
sobrevivéncia para iniimeras familias. Salienta-se, portanto, que nas pequenas e
grandes cidades, os raizeiros, com suas bancas ambulantes, ¢ os balces
definitivos de casas especializadas no ramo tém-se multiplicado.

O uso de terapias alternativas disponfveis, a Fitoterapia, a prética do uso
de plantas ou suas partes com finalidades terapéuticas vém-se impondo



atualmente e ja ndio pode ser considerado como simples modismo. Mesmo com o
avango da Quimica, ainda é grande a utilizagio de infusdes vegetais sem
qualquer comprovagdo cientifica de sua eficicia, sendo, na maioria das vezes,
empregadas fundamentando-se no conhecimento empirico ou tradicional da
populagdo.

As plantas, ao se desenvolverem em diversos ambientes, apresentam
uma enorme flexibilidade de adaptagio implicando modificagdes nas formas
anatomicas, morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas. Atualmente, tem
aumentado a atengdio ao comportamento bioquimico das plantas e sua adaptagdo
aos diferentes ambientes envolvendo o metabolismo primério e secundério. As
respostas bioquimicas para vérios fatores ambientais dos vegetais envolvem uma
ou mais alteragdes bioquimicas das células das plantas. Essa variagdo pode
ocorrer ao longo do seu desenvolvimento, dependendo de inimeras
caracteristicas, tanto genéticas (individuos, populagges), ecolégicas (pressSes de
variagdes no clima, solos, competidores entre outros), quanto fisiologicas
(estadios de desenvolvimento, ritmo estacional, rotas metabdlicas alternativas,
horménios e estadio reprodutivo).

A produgiio de metabélitos secundérios esta sujeita & variagio de fatores
exégenos e endogenos; portanto, no cultivo de espécies medicinais, deve-se
levar em conta fatores genéticos, fisiol6gicos e ecoldgicos que influenciam a
producgdio de farmacos, lembrando que nem sempre as condigdes ideais para o
desenvolvimento e produgdio de biomassa sfio as mais adequadas para a
produgiio de principios ativos de interesse. Uma planta medicinal pode ser
eficiente em um ambiente e ser ineficiente em outras condi¢des.

As pesquisas com plantas medicinais em menor ou maior grau abrangem
o universo de diferentes reas do conhecimento. A Botinica, na qual os estudos
atém-se 3 identificagfio, descricdo morfolégica e compilagiio de dados em
herbérios, complementa-se & quimiotaxonomia, que utiliza os produtos do



metabolismo secundério em estudos visando ao estabelecimento de relagdes
filogenéticas; na Etnofarmacologia, o estudo concentra-se no levantamento de
informac@es junto A populagfio, concernentes & forma de preparo, periodo de
coleta e indicagdes terapéuticas. A Fitoquimica compreende estudos referentes
ao isolamento, purificagio e determinago estrutural dos principios ativos,
enquanto a Farmacologia e a Bioquimica verificam as ages biol6gicas alegadas
ou buscam atividades ainda n3o relatadas, avaliam a toxicidade e determinam o
mecanismo de agfio. A interdependéncia dessas areas revela o valor de suas
contribuigdes e, dentro desse contexto, verifica-se que técnicas de manejo de
culturas ainda sfio escassas. Percebe-se que as pesquisas com plantas medicinais
visando aos aspectos emoboténico, quimico, farmacolégico pré-clinico e clinico
conduzem a utilizagio da planta com seguranga e eficicia terapéutica. Na
atalidade, o que tem recebido atengdo especial da ciéncia reside no
conhecimento sobre as interagdes entre os fatores do ambiente fisico ¢ a
biossintese de compostos secundarios, particularmente no que se refere ao
fotocontrole de aspectos qualitativos e quantitativos sobre a via dos
fenilpropandides.

Com o presente trabalho objetivou-se o estudo fitoquimico e
morfolégico das folhas de Bauhinia holophylla Steud., vegetal genuinamente
brasileiro e presente no Cerrado e na transigio do Cerrado/Caatinga de Minas
Gerais, tendo em vista a hipdtese levantada pela comunidade de Montes Claros
sobre as caracteristicas emagrecedoras e hipoglicémicas dessa planta.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Retrospectiva histérica das plantas medicinais

A origem do uso das plantas medicinais pelo homem remonta & pré-
histéria. Alimentando-se de ervas e raizes, aqueles primatas utilizavam os
vegetais por instinto, como medicamento. Registros arqueolégicos provam que
hé milénios, diversos povos, principalmente os orientais, conheciam o poder das
plantas medicinais como substfincias arométicas, 6leos essenciais, remédios,
venenos ou como expansoras de consciéncia (apurando os sentidos e provocando
sensagdes diferentes daquelas conhecidas neste plano de realidade).

A histéria do uso de ervas como medicamento est associada a lendas,
préticas mégicas e ritualisticas. A India possui a mais antiga pritica médica: a
medicina Ayurvédica, existente hd mais de 10 mil anos. Baseada nos Vedas
(livro sagrado contendo mais de 700 produtos diferentes), foi a pioneira em
codificar 0 uso de perfumes e substincias aromaticas para fins cerimoniais e
terapéuticos. Sempre conhecida como o “Man4 das Drogas Ativas”, esse pafs
exportava canela, mirra, séndalo, gengibre, coentro e cardamomo.

A civilizagdo egipcia, com aproximadamente 4 mil anos, ficou conhecida
como o bergo da medicina, perfumaria e farmécia. Os egipcios utilizavam ervas
na religido, saiide e higiene. Conheciam os efeitos das substdncias arométicas no
corpo e na psiqué. Os sacerdotes faziam suas preparagdes lendo férmulas e
entoando cénticos, enquanto os alunos misturavam os ingredientes. O processo
de maceragdio e pulverizagio podia durar meses, até chegar a determinada
fragrncia para uso cerimonial. Atengdo especial era dada as ervas aromaéticas,
pois acreditavam que os aromas espantavam os espiritos das doengas.

O Egito era famoso pelo seu conhecimento na cosmética, exportava
6leos perfumados, ungtlientos, cremes e vinhos arométicos para todo o mundo.



Os egipcios conheciam as propriedades da papoula (sonifera, calmante), silia
(estimulante cardiaco), babosa (beleza), 6leo de ricino (catértico), etc. Férmulas
complicadas eram criadas combinando-se substéncias de origem vegetal, animal
e mineral. Dos vegetais, faziam purgantes, diuréticos, vermifugos, condimentos
para a cozinha e cosméticos. Muitos desses conhecimentos tiveram origem na
cultura hebraica, conforme pode ser verificado nas citag3es biblicas. Os egipcios
eram mestres no embalsamento de cadéveres. Retiravam os 6rglios internos,
introduziam perfumes, resinas e fragrincias preparadas. O poder anti-séptico
desses 6leos era tdo grande, que ap6s milhares de anos, os tecidos encontravam
se em bom estado de conservag#o.

A China, possuindo também uma medicina tradicional, h4 2 mil anos
publicou o primeiro livro de ervas medicinais com 365 espécies catalogadas. Os
chineses desenvolveram estudos continuos e, 700 anos depois, publicaram a
primeira farmacopéia com mil plantas diferentes. Eles cultivavam ruibarbo,
aconito, romd e gengibre (considerado sagrado e empregado em diversas
doengas). Os chineses conheciam mais de 125 drogas consideradas téxicas,
utilizando-as com eficacia nas enfermidades. Em 1578, Li-Chi-Chen reuniu
todos os conhecimentos existentes no campo da Farmacologia, com 1954
prescrigdes médicas, relacionando mais de mil drogas de origem vegetal, animal
e mineral, distribuido em 16 capjtulos.

Os assirios, babil6nicos, fenicios e arabes também conheciam os poderes
das plantas. Relacionaram 250 ervas com propriedades curativas e os diversos
modos de aplicagdo: infus#o, cataplasma, inalagfio. Faziam uso do horteld, aniz,
beladona, de aguas aromdticas e tinturas. Os babildnicos, através do codigo de
hamurabi, fizeram regulamentagBes sobre o exercicio da medicina, prevendo
severa punigio para quem exercesse mal a profissio de médico, chegando a

imputar pena de morte ao infrator.



Os gregos muito contribuiram para o avango da Farmacologia.
Hip6crates, intitulado o Pai da Medicina, escreven em 400 a.C,, a obra “Corpus
Hipocraticum”, onde abordava a arte de curar com diversas espécies vegetais,
ressaltando a importéncia da alimentagdo natural como base para o tratamento
das doengas.

Os romanos absorveram todo esse conhecimento e ficaram famosos pelo
emprego de plantas venenosas com as quais muitas vezes livrava-se dos
inimigos. Discérides (século I d.C.) foi o fundador da matéria médica e publicou
um livio com uma listagem de 600 ervas medicinais. Plinio, no mesmo século,
foi o responsével pela teoria afirnando que para cada doenca haveria uma planta
especifica para o seu tratamento. Possivelmente, baseado em seus estudos,
desenvolveu-se a doutrina dos signos, onde as divindades afirmavam que “cada
planta trazia em si, um sinal de sua utilidade para a medicina”. Este foi
responsével por uma enciclopédia de plantas medicinais com 37 volumes. A
queda do império Romano e o advento do Cristianismo trouxeram um declinio
das artes e das ciéncias de maneira geral, mas gragas a civilizagio arabe, a
alquimia teve um grande avango. Os érabes reavivaram o uso da antiga alquimia,
com origem no Deus Egipcio Tehuti e aperfeicoaram as técnicas. O filésofo
Avicena inventou a serpentina refrigerada que foi um “achado” no processo de
destilag&o.

A visdio alquimista era, de certa forma, uma busca espiritual, em que a
destilagdo era o simbolo da purificagio. Afirmavam os alquimistas que tudo na
natureza era feito de um corpo fisico, uma alma e um espirito. O principio basico
era “dissolve e coagula” isto é, dissolver o corpo fisico e condensar depois a
alma e o espirito, concentrando, dessa forma, todo o poder curativo: a
Quintesséncia. As substincias eram destiladas inimeras vezes, a fim de retirar
todas as impurezas e transformar-ss em um poderoso remédio. As
Quintesséncias (os 6leos essenciais) foram, durante séculos, o Gnico meio de



combater as epidemias da época A alquimia foi levada para a Europa pelos
Cruzados, mas por causa dos dogmas da Igreja, defendidos pela Santa
Inquisigdo, muitos filésofos, alquimistas e curandeiros foram perseguidos e até
queimados na fogueira.

No século XV, com o Renascimento, houve um grande impulso na
pesquisa cientifica e no método experimental. Na corte de Luis XIV, o médico
Nicholas Lemery descreveu diversos preparados no livro “Dictionaire dés
Drogues Simples”. Nessa época, difundiu-se muito, o uso da dgua de melissa e
da 4gua de coldnia.

No século XVI, destaca-se principalmente o médico suigo Paracelso
(1493-1541) que reativou o principio da similitude onde a forma exterior da
planta indicava para qual 6rgdo ela servia. Aprofundou essa teoria, estabeleceu
semelhangas entre a cor, a forma do remédio e os sintomas a ser tratado.
Escreveu livros sobre Botinica Oculta e deu grande impulso & Quimica
Farmacéutica. Segundo este, o propésito da Quimica era vencer as doengas e ndo
garantir a felicidade a quem encontrasse a Pedra Filosofal. Foi o precursor da
Medicina Natural. Afirmava que o papel do médico era estimular a resisténcia
do organismo, usando remédios naturais, ajudando a desenvolver a capacidade
de auto cura do doente o qual deveria ter sempre pensamentos positivos. Depois
de Paracelso, destaca-se Samuel Hahnemann, responsével pelos fundamentos da
medicina homeopética, retirando das plantas, o valor terapéutico através da
dinamizag#o infinitesimal do seu poder de cura.

No Continente sul americano, os Incas desenvolveram sua terapia natural
baseada nos conhecimentos das tribos, que dominavam com o emprego de
plantas psicoativas, buscando estados alterados de consciéncia, o que os
possibilitava “ver” com a percepgiio a causa das doencas e¢ o remédio da
natureza para se realizar a cura.



O conhecimento indigena ndo pode ser aqui esquecido, pois tem
provocado espanto na ciéncia contemporéinea por tratar-se de um outro tipo de
ciéncia, muito antiga, que difere dos principios da l6gica e dos cinco sentidos
convencionais, conduzindo a estados alterados de consciéncia. Richard Schutz,
um dos maiores boténicos do mundo modemo, afirma que tratar desse assunto ¢
um verdadeiro desafio, pois, dentro da medicina indigena, a doenga do CoIpo €
da alma estd intimamente ligada.

As divindades existentes nas plantas sfo manipuladas com grande
sabedoria pelo Xamanismo Amazdnico, uma tradigdo importantissima , baseada
no uso de plantas sagradas como o cipé jagube (Banisteriopsis caapi) e a folha
rainha (Psychotria viridis) que, em cozimento originam o chd4 Ayahuasca,
conhecido como Santo Daime, Vegetal Jagé, Camampi, etc. A utilizagio de
ervas medicinais ¢ muito importante para o Xam ou curandeiro, pois muitas
receitas dependem do seu conhecimento no preparo do medicamento, ou seja, a
“bebida méagica”. No caso, o Santo Daime iré mostrar a ele quais as ervas que
aquela pessoa precisa para se restabelecer.

A partir do século XIX comegou a haver um declinio da terapia vegetal.
Os cientistas passaram a reproduzir em laboratérios apenas os principios ativos
mais importantes das plantas. Mesmo assim, descobriram a penicilina (do bolor
do pdo) e a aspirina (da bétula, gualtéria e ulméria).

Com o advento da I Guerra Mundial e o avango dos medicamentos
sintéticos ¢ da industria farmacéutica, o uso das plantas medicinais foi
totalmente esquecido, ficando até a década de 80 a Boténica separada da
Medicina, quando, entfo , passou a ser revalorizada pelo seu poder curativo.

2.2 Aspectos taxondmicos do género em estudo

O género Bauhinia ¢ pré-lineano e foi descritoc em 1703 por Charles
Plumier. A partir do século XIX comegaram as divergéncias entre os



taxonomistas; alguns adotando o conceito classico ¢ amplo de Bauhinia e outros
fundando géneros afins, que seriam reconhecidos mais tarde como segdes do
referido género (Vaz, 1979). Finalmente, Benthan (1870) manteve o sentido
amplo de Bauhinia, dividindo as espécies brasileiras em trés seg3es. Uma delas,
a se¢io Pauletia (Cav.) DC, abrange as espécies ndo-escandentes arbustivas e
arboreas, incluindo Bauhinia holophyla. As outras duas, Scnella e Tylotaea,
incluem espécies escandentes, lianas e arbustos, e a maioria das espécies da
segio Tylotae ocorre na Floresta Pluvial Tropical Amazdnica, com forte
endemismo (Vaz, 1979).

Esse género a 'presenta atualmente cerca de 915 espécies. Tem uma
ampla distribuigio geogréfica, ocorrendo nos E stados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Séo Paulo, Cears, Parand, Santa Catarina ¢ em outros paises da América
Latina, como Paraguai, Peru, Bolivia, Uruguai ¢ Argentina e, em outros
continentes, como o Asiatico ¢ o Africano (Corréa, 1984; Rezende, 1987,
Schacht, 1992).

2.3 Aspectos taxondmicos de Bauhinia holophylla Steud.

Bauhinia holophylla Steud ¢é uma leguminosa que pertencia
originalmente 4 familia Leguminosae, sub familia Caesalpinoidea. Entretanto,
segundo a classificagfio recente de Cronquist (1981), a espécie passa a pertencer
a Divisio Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Subclasse Rosidae, ordem
Fabales, a familia Caesalpiniaceae. Esta classificada na segdo Pauletia dentro
do género Bauhinia e possui sindnimos cientificos. No Brasil, existem 64
espécies de Bauhinia sp., que se distribuem por todo o territério brasileiro
(Salatino,1976). Esse ressalta ainda, sobre a importincia de se conhecer as
espécies do género, considerando o interesse taxondmico, filogenético,
ecolégico e econdmico. Entre elas, destaca-se Bauhinia holophylla Steud., que
segundo Costa (1942) é uma espécie genuinamente brasileira.



Vulgarmente conhecida como miror6, morord, pata-de-vaca, pata-de-boi,
pata-de-anta, € um vegetal arbustivo, originario do Cerrado brasileiro, atingindo
de 1 a 5 metros de altura em sua fase adulta, apresentando caule ndo muito
lenhoso e ramos finos (a0 que o povo da regido norte mineira denomina de
“vara” do miror6). As folhas sdo, na sua maioria inteiras e algumas parcialmente
divididas no apice em dois lobos ovais (lembrando a pata-de-vaca) ou
lanceolados e glabras nas duas faces, palminérveas, com nove nervuras
principais (variando de nove a doze nervuras dependendo do tamanho da folha)

e de consisténcia membranacea (Figuras 1, 2, 3).

FIGURA 1 - Aspecto morfologico de Bauhinia holophylla Stend
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FIGURA 2 - Folhas de Bauhinia holophylla Steud

As flores , brancas, possuem calice em tubo fino e pétalas largo-lineares
ou oblongas. Essas sdo hermafroditas, possuindo de 5 a 8 centimetros de
comprimento; o calice é gamossépalo; a corola dialipétala, com cinco pétalas
brancas, dez estames e um carpelo central, ovério supero, linear. A floragdo

ocorre, normalmente, de novembro a dezembro (Figura 3).

FIGURA 3 - Flor de Bauhinia holophylla Steud
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Em relagdo a polinizagdo, pelas caracteristicas das flores, quando
analisadas em conjunto, verifica-se que certas combinagdes produzem um
determinado tipo de flor, ao qual esté associado um mecanismo de polinizagdo
definido, caracterizando uma sindrome especifica (Faegri & Pijl,1979). Com
base na literatura, verificou-se que certas caracteristicas das flores de Bauhinia
holophylla enquadram-se na sindrome de quiropterofilia (polinizagdo por
morcegos), tais como: flores brancas, grandes, expostas acima da folhagem. As
espécies dessa plantas apresentam flores com grandes quantidades de poélen,
outra caracteristica importante da sindrome de quiropterofilia. Entre essas
espécies, encontram-se Bauhinia benthamian (Ramirez et al.,1984), Bauhinia
pauletia (Heithaus et al., 1974), Bauhinia multinervia (Hokche & Ramirez,
1990), Bauhinia rufa (Sazima & Sazima, 1978), Bauhinia bongardii
(Bergallo,1990). De acordo com Faegri & Pijl (1979), a sindrome de polinizagio
pode ser entendida como o conjunto de caracteristicas morfolégicas e
fisiologicas das flores que estdio relacionadas com os habitos e a morfologia dos
polinizadores.

O fruto € uma vagem chata, caracteristica da familia das Leguminosas,
de 4 a 7 centimetros de comprimento e grande nimero de sementes (Figura 4). O
tipo de dispersdo da Bauhinia holophylla, bem como de outras espécies do
género, ¢ autocérica, apresentando deiscéncia abrupta, permitindo, assim, que
suas sementes sejam langadas. Essa caracteristica é uma reagdio da natureza 3
preservagfio da espécie, que ¢é faneroepigea, isto €, os cotilédones libertam-se dos
tegumentos e tornam-se folidceos (Branddo & Cunha, 1991; Carvalho, 1994;
Beltrati & Paoli, 1989).

12



FIGURA 4 - Frutos de Bauhinia holophylla Steud

2.4 Compostos orgéinicos presentes em Bauhinia spp.

Com relagdio a pesquisa de compostos orgénicos o género Bauhinia €
pouco estudado, e até 1988, somente cerca de 10 espécies de Bauhinia sp. tinha
sido investigada fitoquimicamente (Achenbach et al, 1988). Dentre as
substancias presentes no género, o grupo das fitohemaglutininas tem sido o mais
estudado. Compostos fendlicos, como flavonéides e acido galico, e substancias
terpénicas sdo encontradas em diversas referéncias do género. Na espécie B.
variegata isolou-se do caule, em extrato etandlico, o canferol-3-glicosideo
(Gupta er al., 1980). Pesquisas posteriores desenvolvidas por Anjaneyulu
(1984), utilizando o caule de B. racemosa, identificaram em extrato etan6lico, o
composto 1,7 dihidroxi-3-metoxi-2 metil = 1 dibenzeno (2,3-6,7) oxepina
conhecido popularmente como pacharina. Das cascas de B. splendens os
pesquisadores Laux, e al, (1985) conseguiram identificar o sitosterol,
estigmasterol, 4cido estedrico e uma dimetilenodioxiflavona denominada
bausplendina. Posteriormente, pesquisando B. candicans, além do sitosterol 3-O-

o -D-xiluranofuranosideo, esses mesmos pesquisadores caracterizaram
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glicosideos esteroidais, todos eles com sitosterol como aglicona, porém com
glicopiranose, xilopiranose e riburanofuranose (Iribarren & Pomilio, 1987).

Estudos realizados com a espécie B. manca mostraram a presenga de
varios flavondides. Esses, foram identificados a partir de extratos
diclorometénicos de partes lenhosas do vegetal, tais como o canferol, apigenina,
luteolina entre outros (Achenbach, et al., 1988).

Kumar ef al.  (1990), pesquisando folhas e caules de B. vahlii,
identificaram e caracterizaram em extratos hexanélicos de caule as substancias
metil-4-O-metilgalatopiranosil e catequina, além do 4cido betulinico,
campesterol, estigmasterol, B-sitosterol, canferol e agatisflavona. Recentemente,
Kuo, e al. (1998), trabalhando com caules da espécie Bauhinia purpurea
identificaram no seu extrato metanélico vinte e dois compostos, incluindo
flavonéides, fendis, cromonas e aciicares ¢ um novo composto, o 6-butil-3-
hidroxiflavanona, 63 oxobutil)-taxifolin.
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FIGURA 5 - Estruturas de alguns compostos presentes em diferentes espécies
de Bauhinia spp.
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Atribuiram a atividade antidiabética desses extratos as diversas
substincias que sdo encontradas, tais como: B sitosterol (Ambike et al,
Achenbach, ef al., 1988), flavonbides (Abd-el-Wahab et al., 1987), mucilagens
(Tomoda er al, 1989), saponinas (Atta-Urrahman & Zamam, 1989) e
possivelmente, uma guanidina, taninos e 4cido clorogénico (Costa, 1975).

2.5 Aspectos farmacolégicos de Bauhinia spp.

Existem atualmente cerca de 280.000 espécies de angiospermas
espalhadas no mundo. Dessas, apenas uma pequena percentagem foi
adequadamente estudada quanto A sua atividade farmacolégica. Possivelmente,
existem agentes mais valiosos contidos em plantas que ainda ndo foram
descobertos nem estudados quanto a suas possiveis aplicagdes terapéuticas.

As plantas do género Bauhinia sdo amplamente utilizadas na medicina
popular de vérios paises para o tratamento de diversas patologias, especialmente
contra diabetes. O diabetes, caracterizado por elevados niveis de glicose no
sangue e excesso de urina com sabor adocicado, é, atualmente, uma das doengas
mais importantes que afetam a humanidade. Seu tratamento & feito,
principalmente, & base de injegSes de insulina, sendo sua ingestio ineficaz.
Extratos de partes de plantas, como folhas, raizes ou sementes, tdm sido
utilizados, através dos tempos, pela medicina popular de praticamente todas as
populagSes humanas no tratamento do diabetes.

O mais antigo registro de estudo clinico do uso da Bauhinia forficata
como planta antidiabética foi feito por Juliani (1931). Conhecendo a fama da
pata-de-vaca, comprovou sua eficdcia pelo acompanhamento clinico e exames
laboratoriais de casos de glicostria, em que os pacientes foram tratados com
chis de extrato de folhas de Bauhinia forficata. Todos os seus pacientes
apresentaram redugfio da taxa de glicose no sangue. Observou-se que o efeito

ndo era permanente ¢ que, quando o tratamento era interrompido, os sintomas de
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diabete voltavam. Apés a redugfio na taxa de glicose no inicio do tratamento, 0
ch4 exercia uma fung#o reguladora, mantendo baixo o teor de glicose no sangue.
As observagdes do pesquisador ndo atestaram a capacidade de reduzir a poliiria,
mas essa vem sendo ressaltada na farmacognosia (Cruz, 1965).

Compostos com propriedade anti-hiperglicémica do tipo do metformin
(N,N-dimetil guanidina) foram originalmente detectados na planta Galega
officinalis, da familia das leguminosas. Logo ap6s a realizagdo dos estudos que
levaram & descoberta da insulina no péncreas de cies, dois dos cientistas
envolvidos apresentaram resultados, nos quais sugeriam a presenga de
substéincias possivelmente similares 8 insulina em extratos das mais diversas
plantas (Collip, 1923; Best et al., 1924).

Em 1976, Khann et al. forneceram indicios mais concretos sobre a
presenca de insulina em plantas. Baseados nas experiéncias da medicina popular
indiana, isolaram de frutos e de sementes de Momordica charantis da familia
das Cucurbitceas (meldo-de-Sdo-Caetano) uma fragéio protéica que reagia com
anticorpo contra a insulina humana. Posteriormente, Collier er al. (1987)
relataram o isolamento de proteinas de folhas de espinafre ¢ de centeio e de
plantas de Lemna gibba G3, que exibiam a propriedade de ligagdo ao receptor de
insulina humana.

Recentemente, Oliveira ef al. (1999) investigaram a presenga de insulina
nos vegetais da familia das Leguminosas, utilizando o tegumento de sementes de
feijio-de-porco (Canavalia ensiformis), feijdo de corda (Vigna unguiculata),
feijio-de-boi (Canavalia braziliensi) e com as folhas de pata-de-vaca (Bauhinia
forficata), plantas bastante utilizadas no Brasil para controle do diabetes
(Panizza, 1997). Além de evidenciada a presenca de insulina em vagens e
tegumentos de sementes de feijio-de-corda em formagdo, os pesquisadores
detectaram a presenca da insulina nas folhas de pata-de-vaca. Pela importincia
dessa descoberta, verifica-se que a insulina encontra-se¢ predominantemente
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associada aos cloroplastos, que sfio as organelas responsaveis pelos processos
fotossintéticos que ocorrem nas folhas verdes (Azevedo, 2000). Diante dos
resultados obtidos com plantas da familia das Leguminosas, e tendo em vista os
resultados obtidos com plantas de outras familias, os pesquisadores utilizaram
técnicas de imunoquimica (ELISA) das folhas de plantas de um maior niimero
de espécies. Essas foram selecionadas, n#o somente por sua conhecida ag#o anti-
hiperglicémica relatada na medicina popular, mas para cobrir um grande
numero de espécies dos diferentes grupos de vegetais, incluindo plantas tipicas
da Regido Amazdnica, conhecida por sua grande biodiversidade (Collier ef al.,
1987; Khann et al., 1976).

2.6 Compostos primdrios e secunddrios

Qualquer sistema vivo depende de processos bioquimicos complexos
que caracterizam o seu metabolismo, isto €, o conjunto de reagdes quimicas que
continuamente estdo ocorrendo na célula, em presenga de enzimas especificas
que garante uma certa diregio a essas reagdes, estabelecendo o que se denomina
rotas ou vias metabllicas, nas quais os compostos quimicos formados,
degradados ou simplesmente transformados, sdo chamados de metabélitos e as
reagdes enziméticas envolvidas, respectivamente, sio designadas como
anabdlicas, catabélicas ou de biotransformagf#o. Durante esses processos, uma
série de compostos ¢ sintetizada e degradada por meio de reagdes mediadas por
enzimas. Os processos comuns a todos os vegetais pelos quais sdo sintetizados e
utilizados agiicares, amino4cidos, 4cidos graxos, nucleotideos e os polimeros
derivados (polissacarideos, proteinas, lipideos, RNA ¢ DNA) constituem o
metabolismo primério, que é executado por vias comuns a todos os vegetais.
Outras vias sdo, no entanto, utilizadas na produgiio de compostos que, de forma
geral, nfo parecem ter uma fungSo direta no crescimento e desenvolvimento,
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sendo, portanto, os seus produtos denominados compostos secundérios ou

metabolitos secundarios (Figura 6).

METABOLISMO PRIMARIO METABOLISMO SECUNDARIO

macomokécubs micromoléculas
{ipidecs, ghckdeos € protidecs) festrutura complena)
fungdes essencials atividades biologicas
(primdirias)
distribuicio universal j fungdes vartadas

ecologla bioquimica

zoofarmacognosta

distribuic3o restrita

. :

FIGURA 6 - Metabolismo primario e secundario

Até poucos anos atras, ndo se conheciam as fungdes dos compostos
secunddarios.Esses, tinham papel reconhecido em processos de transporte,
respiragdo, assimilagdo e diferenciagdo; na realidade, foram considerados como
produtos de excregdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes,

propriedades biologicas interessantes. No entanto, atualmente estudos tém
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indicado a inter-relagdo entre os metabélitos primarios e secundirios e as
diversas fungdes desempenhadas pelos produtos secundérios, como horménios,
transportadores de elétrons, pigmentos fotossintéticos e componentes estruturais
de membrana. Outras fungSes, como defesa contra herbivoros e
microorganismos, protegdo contra os raios UV, atragio de polinizadores ou
animais dispersores de sementes e em alelopatias, estio sendo largamente
pesquisadas (Wink, 1990; Harbone, 1988).

Segundo Rhodes (1994), a riqueza de metabélitos secundirios em
plantas é, pelo menos parcialmente, explicivel, pelo simples fato de que os
vegetais estdo enraizados no solo e nf#io podem se deslocar; eles ndo podem
responder a0 meio ambiente pelas vias possiveis aos animais. O aparecimento de
metabdlitos biologicamente ativos na natureza é determinado por necessidades
ecoldgicas e possibilidades biossintéticas, e a co-evolugdio de plantas, insetos,
microorganismos ¢ mamiferos conduz 4 sintese de metabélitos secundaérios, por
serem fatores de interagdo entre organismos, e freqilentemente apresentam
atividades biol6gicas interessantes. Muitos sdo de importincia comercial, tanto
na 4rea farmacéutica quanto nas éreas alimentar, agronémica e da perfumaria,
entre outras. Do ponto de vista farmacéutico, o maior interesse deriva
principalmente do grande nimero de substincias farmacologicamente
importantes (Simdes, 2000).

Os produtos secundérios podem ser divididos em trés grupos principais,
de acordo com a sua rota biossintética: terpenos ou terpenéides, compostos
fentlicos (lignina, flavonéides, isoflavonéides, taninos) e compostos contendo
nitrogénio (alcaléides, glicosideos cianogénicos, glucosinolatos, entre outros)
(Figura 7).
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FIGURA 7 - Grupos de metabolitos e sua divisdo

2.6.1 Oleos essenciais ou oleos volateis

Entre os metabdlitos secundarios citados anteriormente, destacam-se as
substancias volateis, que se difundem com facilidade a partir da evaporagio,
constituindo um verdadeiro elo de ligagdo entre a fonte produtora e o meio
ambiente. Consideradas por muito tempo mero desvio das fungdes vitais da
planta, elas sdo fundamentais para a inter-relagdo dos organismos, contribuindo,
assim, de maneira decisiva para a interagfio co-evolucionaria e para o equilibrio
entre os reinos vegetal e animal (Craveiro & Machado, 1986).

A 18O (International Standard Organization) define 6leos volateis como

produtos obtidos de partes das plantas por meio da destilagdo por arraste com
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vapor d’dgua. De uma forma geral, s@o misturas complexas de misturas volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de
6leos essenciais, 6leos etéreos ou esséncias. Essas denominagdes derivam de
algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como, por exemplo, a de serem
normalmente liquidas, de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, originando,
dai, a designagio de Oleo. Entretanto, a sua principal caracteristica é a
volatibilidade, diferindo-se assim, dos o6leos fixos, que sdo misturas de
substdncias lipidicas obtidas geralmente de sementes. Outra caracteristica
importante € o aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos volateis, sendo,
por isso, também chamados de esséncias. Eles sio também solaveis em
solventes orgdnicos apolares, como éter, recebendo, por isso, a denominagdo de
Oleos etéreos. Em dgua, os 6leos volateis apresentam solubilidade limitada, mas
suficiente para aromatizar as solugdes aquosas, que sio denominadas hidrolatos
(Simdes, 2000).

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peroxidos,
furanos, acidos orgdnicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre. Na
mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes;
normalmente, um deles é o composto majoritario, existindo outros em menores
teores e alguns em baixissimas quantidades (tragos) (Simdes & Spitzer, 1999).

Siani ef al. (2000) citam que os 6leos essenciais estdio associados a vérias
fungbes necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema; exercem
papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores e também na
atragdo de insetos e outros agentes fecundadores.

As substincias volateis ndo se formam por um tnico caminho, mas
contém substancias dotadas de grande diversidade de esqueletos e grupamentos
funcionais, como acidos graxos e seus ésteres, hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos

e cetonas, compostos acetilénicos e cumarinas., Os fenilpropanéides e,
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especialmente, os terpendides, sfo os principais constituintes dos obleos
essenciais.

De acordo com Banthorpe & Charlwood (1980), os terpendides sdo de
larga distribui¢dio no reino vegetal, ¢ todas as plantas tém habilidade de produzir
esse tipo de molécula em forma de cadeias lineares; mo entanto, alguns
terpendides estdio mais ou menos presentes em determinadas classes de vegetais.
Dados de 1980 indicam que apenas cerca de 8% das quase meio milhdo de
espécies de plantas existentes tinham sido estudadas quimicamente, ¢ que a
presencga de monoterpenos € sesquiterpenos apresentam distribuigfio restrita nas
diversas classes vegetais. Constituem uma grande variedade de substéncias
vegetais, e esse termo é empregado para designar todas as substincias cuja
origem biossintética deriva de unidades de isopreno (Figura 8). Os compostos
terpénicos mais fregilentes nos Sleos voléteis sdio os monoterpenos (cerca de
90% dos 6leos voléteis) e os sesquiterpenos (Simdes, 2000). Os compostos
terpenbides, assim como os demais metabélitos secundarios, originam-se de
rotas alternativas do metabolismo primério, em resposta & adaptagdio do

organismo ao meio em que vive.

OprP

FIGURA 8 - Esqueleto basico do isopreno

A maior parte dos fenilpropanéides enquadra-se na faixa dos voléteis
com agio biolégica e pertence & classe dos “arrastiveis com vapor”, isto é,
substéincias que possuem baixo peso molecular e podem ser extraidas de plantas
pela passagem de vapor e posterior condensag#o. Encontra-se nessa classe
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aromatizantes tradicionais, como o eugenol, obtido do éleo de cravo, a vanilina,
da baunilha, entre outros (Craveiro & Machado, 1986).

Os 6leos essenciais aparecem em grupos de células diferenciadas, que
podem ser classificadas como estruturas secretoras externas e internas. As
estruturas externas fazem parte da epiderme ou sfio modificages dessas, tais
como pélos glandulares ou tricomas secretores. Estes tlltimos foram encontrados
nas folhas de Bauhinia holophyla Steud.

Uma das aplicagdes tradicionais dos Oleos essenciais é na medicina,
como relata Buchbauer (1993). Segundo esse, os 6leos essenciais sdo utilizados
desde a época da Rainha Cle6patra do Egito, quando era aplicado tanto
medicinalmente, como para fins de desinfec¢do de ambientes. O uso de éleo de
mirra, 6leo de cedro e de outros arométicos no processo de mumificagio
evidencia bem suas propriedades anti-sépticas (Tisserand, 1993).

Atualmente, tém-se inimeras comprovagSes de que muitos dos 6leos
essenciais possuem atividade antibacteriana, e outras aplicagdes muito
difundidas relacionam-se a utilizag#io na culinria na forma de condimento, e na
agricultura, j4 que pesquisadores dessa area alegam que alguns dos constituintes
dos oleos essenciais podem atuar como antimicrobianos e outros como

repelentes ou tdxicos para os herbivoros (Saito, 2000).

2.6.2 Flavonéides

Os flavonbides constituem um grupo de pigmentos vegetais de ampla
distribui¢#o na natureza. Sua presenga nos vegetais parece estar relacionada com
fungSes de defesa (proteg#o contra raios UV), agdes antifingicas e
antibacterianas e atragio de polinizadores.

O esqueleto bésico dos flavonéides compreende dois anéis arométicos
conectados por uma ponte de trés 4tomos de carbono (C6-C3-C6), o qual resulta
de rotas biossintéticas separadas; a do 4cido chiquimico e a do acetato via 4cido
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maldnico (Figura 9). A primeira origina a fenilalanina, o precursor do acido
cinAmico responsdvel por um dos anéis aromaticos (anel B) e a ponte de trés
carbonos; a segunda resulta no outro anel aromatico (anel A) do esqueleto basico

dos flavonoides.

FIGURA 9 - Esqueleto basico dos flavondides

De maneira geral, o excesso de luz estimula a formagdo dos flavonoides
e outros compostos filtradores de luz ultravioleta (UV), que funcionam na
prote¢dio dos fotossistemas contra o excesso de luz visivel e protegem o DNA
contra os danos da radiagio UV. Niveis crescentes de irradidncia favorecem o
acamulo de flavondides totais em relagdio ao tratamento mais sombreado.
Considerando que flavonoides e outros fendlicos sdo citados na literatura como
substincias que podem funcionar como filtros de radiagdes para determinados
comprimentos de onda, como a ultravioleta, e essa radiagdo estimula a sintese
desses compostos, ¢ licito estabelecer que plantas com maior exposi¢do a luz

concentrem maiores teores de flavonéides, entre outros compostos filtradores.
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Além dessas importantes atividades fisiolégicas na planta, os flavonéides
sdo considerados, em estudos com espécies medicinais, como substincias
altamente ativas, com variados efeitos terapéuticos como anticAnceres,
antiinflamatérios e hipoglicemiantes, apresentando ainda atividade contra artrite
¢ maldria, dentre outras desordens fisiologicas.

Dessa forma, por meio de pesquisas que investiguem os efeitos da
irradiéincia sobre a sintese dessas substéincias pode-se sugerir condigBes de

cultivo que otimizem a sua produggo.

2.6.3 Taninos

Os taninos sdo substincias com sabor adstringente, de estrutura variada,
com massa molar compreendida entre 300 a 2000 g/mol, com propriedade de
curtir a pele morta, transformando-a em couro. Em pele viva, promove
adstringéncia. Sdo particularmente abundantes em certas familias, como
Leguminosae, Rosaceae, Mirtaceae, Rubiaceae, etc (Silva, 1995).

Essas substéncias podem estar distribuidas em diversos érgdos: folhas
(abacate, chapéu-de-couro, cravinho, confrei, espinheira-santa, goiabeira,
mentrasto, orégano, poejo, pitanga, quebra-pedra, sabugueiro, tanchagem,
tomilho etc), sumidades florais e frutos.

S&o bons inibidores enziméticos e atuam como antienvenenamento por
determinados alcaldides. Sdo muito utilizados em logSes cosméticas (limpeza de
pele) e como antidiarréicos, por suas propriedades adstringentes, veinotrépicas
(aumentam a resisténcia das veias e pequenos vasos) e hemostéticas.
Apresentam agfio antimicrobiana, antiviral, antiinflamatéria ovariana,
antiespasmodica e hipoglicemiante.

Podem ser classificados em taninos hidrolisiveis (derivados do 4cido
gélico e do 4cido elégico) e condensados (derivados da catequina). Estes tltimos
sdo representados pelas catequinas, diferindo fundamentalmente dos
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elagotaninos, por apresentarem estrutura muito semelhante aos flavondides

(flavan-3-ol) € nfio possuirem aciicares em sua molécula.

2.6.4 Saponinas

As sapogeninas s#o heterosideos formados por constituintes aglicdnicos
de natureza esterdide ou triterpénica, ligadas a longas cadeias glicidicas (Costa,
1978).

De acordo com Oakenfull (1981), as saponinas sfo substéincias s6lidas,
brancas ou amareladas, geralmente amorfas, dispersiveis na dgua. O fato de suas
solugdes aquosas formarem espuma persistente por agitagio e muitas vezes
serem hemoliticas, ndio é exclusivo das saponinas, mas comuns ds substéncias
tensioativas em geral, nfio podendo ser prova inequivoca da presenca de
saponinas. Esses compostos ocorrem em uma grande variedade de plantas,
algumas usadas como alimento, como, soja, grio-de-bico, amendoim
(Leguminosas) e espinafre. Inimeras saponinas tém sido identificadas em
diversas plantas nos 1ltimos anos, tendo suas estruturas quimicas elucidadas e
suas agSes farmacologicas estudadas (Mahato et al., 1988).

Dentre essas propriedades farmacolégicas, destacam-se suas atividades
como expectorantes ¢ antiinflamatérias. £ bem conhecido que dietas com
saponinas reduzem o colesterol plasmético em animais. As saponinas na dieta
formam complexos com 4cidos biliares, impedindo a sua reabsor¢io e
aumentando sua excregiio fecal. Dessa forma, ocorre estimulo da converséio
hepdtica do colesterol em #4cidos biliares, pela inibigio da hidroxilase
microssomal, que catalisa a reagio (Mahato ef al, 1988; Oakenfull, 1981;
Goodman & Gilman, 1978).

Com relagdo & toxicidade, segundo Kajiki (1996), a ingestdo oral de
saponinas é praticamente in6cua, mas quando injetadas na corrente sanguinea,

agem como poderosos hemoliticos, mesmo em altas concentragSes.
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Hostettmann, Kizu & Tomomori (1982) demonstraram a atividade
moluscucida de varias saponinas contra o caramujo Biomphalaria glabrata. Jain
& Tripathi (1991) sugerem que plantas como Agave cantala, Phaseolus vuigaris
(Leguminosa) e Balanites roxburghii produzem saponinas para evitar o ataque

de moluscos e insetos fitofagos.

2.6.5 Cumarinas

As cumarinas sio compostos derivados da benzopirona. Ocorrem nas
plantas em sua forma livre ou como heterosideos (ligados a aglicares). S#o
encontrados principalmente nas familias Leguminosae, Rutaceae, Labiatae,,
Gramineae, Umbelliferae. e em outras familias com menor freqiiéncia.

Sdo derivadas de lactonas do 4cido D-hidroxi-cinimico e apresentam
odor caracteristico, usado em perfumes como fixador. S#o largamente utilizadas
como anticoagulantes orais (warfarina e bis-hidroxi-cumarina), tém propriedades
estrogénica  (cumestrol), fotossensibilizante  (bergapteno, psoraleno),
antibacteriana (novobioscina), vasodilatadora (visnadina) e antiespasmédica
(escopoletina) (Silva, 1995).

Na é4rea de medicamentos, destacam-se os derivados da 4-hidréxi-
cumarina, o que levou 3 descoberta da agfio anticoagulante do dicumarol, o
primeiro firmaco que constituiv 0 modelo para o desenvolvimento de uma
classe de anticoagulantes com o nicleo bésico da 4-hidroxi-cumarina, do qual
derivam importantes farmacos, como a varfarina, entre outros (Hardman &
Limbird, 1996). Cumarinas contendo grupos di-hidroxilados em posigéo orto
como a fraxetina, esculetina e 4-metilesculetina sdo poderosos inibidores da
peroxidagfio lipidica, além de eliminarem o &nion radical superéxido e quelaren
fons ferro. Essas propriedades as tornam substfincias de interesse como
antioxidantes, de possivel aplicagio na prevengdio de doengas causadas por
radicais livres (Martin-Aragén et al., 1996).
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Viérios trabalhos cientificos ja4 foram realizados evidenciando as
importantes atividades farmacolgicas apresentadas pelas xantonas. De todas as
atividades atribuidas &s xantonas, talvez a mais interessante seja a ag#o inibitoria
da enzima monoamino-oxidase (MAO), atividade relacionada com o tratamento
de estados depressivos. Algumas xantonas (naturais e sintéticas) apresentam
atividade antimicrobiana e diversas outras atividades foram atribuidas, como
inibigdo da agregagdio plaquetiria, agSes hepatoprotetora, antiinflamatéria e
hipoglicémica, entre outras. Por outro lado, a toxicidade de xantonas ainda é
pouco estudada (Simdes, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Boténico

O presente trabalho foi realizado com plantas adultas de Bauhinia
holophylla, provenientes dos campos de Cerrado aberto na cidade de Lavras,
localizados ao sul da Estagio Rodoviaria da cidade. A identificagfio boténica da
espécie foi realizada por comparagdio com material existente no Herbério da
ESAL (Herbério do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras — UFLA-MG). Uma exsicata coletada no local de estudo citado
anteriormente foi incorporada ao acervo do Herbério, sob o registro n°® 17056.

3.1.1 Metodologia de Coleta do Material Vegetal

O objeto de estudo foram as folhas de Bawhinia holophylla. Folhas
sadias, sempre do 3°,4° e 5° n6s (folhas expandidas), com auséncia de infecgdes,
foram coletadas de 30 espécimes adultos vigorosos de janeiro a dezembro de
2001, e separadas para estudos morfoanatdmicos e quimicos (Figura 10).

Para o estudo anatémico, foram coletados e feitos cortes histolégicos de
cada planta adulta na regido das folhas do terceiro, quarto e quinto nés, contadas
a partir do n6 apical, exposta a0 sol, observadas sem auxilio de lupa. Dessas,
foram selecionadas regiGes do épice, base, limbo, margem, nervura central e

peciolo (Figura 11).
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Limbo

Nervura central

FIGURA 11 - Metodologia de coleta e de corte das folhas de B. holophylla
Steud
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3.1.2 Morfologia

Os dados morfoldgicos, como altura da planta, comprimento e largura
foliar, foram coletados no campo em plantas adultas e, posteriormente, a partir
de exsicatas, tais dados foram comparados com as descrigdes de Salatino (1976)
e Steud (1976).

3.1.3 Anatomia

O estudo anatomico das folhas de Bauhinia holophylia foi realizado com
material fresco, fixado em FAA 70% (Johansen, 1940) por 72 horas e,
posteriormente, conservados em 4lcool 70 °GL. Uma parte do material foi
separada para a série alcoblica/xilélica.

3.1.4 Cortes 3 mio livre

Com auxilio de ldminas de barbear, foram feitos cortes transversais e
inclusdo do material em isopor, sendo esses submetidos & clarificagio com
hipoclorito de sédio a 50% e lavados em 4gua destilada, neutralizadas em 4gua
acética 1:500 ¢ montadas em glicerina a 50%. O corante utilizado foi 2 mistura
de azul de astra/safranina, seguindo-se os métodos descritos por Bukatsch
(1972). Dessa maneira, foram confeccionadas 14minas semipermanentes.

3.2 Preparacio dos Extratos

Utilizaram-se folhas frescas, que foram pesadas e trituradas em triturador
do tipo Hamilton Beach, secas em estufa com circulagio mecénica (estufa
ventilada) modelo 320-SE Fanem ¢ mantidas a 42 °C.

Para obteng#io dos extratos brutos cada uma das cinco amostras contendo
500 g de folhas em 2 L de solvente foi macerada a frio, com o solvente hexano,
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protegida da luz, por oito dias consecutivos . Em seguida a amostra foi filtrada
em funil de Biichner, obtendo-se a torta, que foi levada 3 estufa ventilada a 42
°C por 24 horas, completando-se assim, a evaporagio do solvente. O filtrado de
cada extragfio foi submetido ao evaporador rotatério modelo Biichi B-480, sob
pressdo reduzida, obtendo-se o extrato bruto. "‘_

Esse permaneceu em estufa a temperatura de 42 °C para completa
evaporagiio do solvente. Em seguida, a torta foi submetida & extragdo com o
cloroférmio, pela metodologia acima descrita. Esse processo foi repetido com os

solventes acetato de etila, etanol e metanol, conforme descrito (Figura 12).
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3.2.1 Testes fitoquimicos — Prospecg¢fio fitoquimica

A preparagio dos extratos brutos das plantas é o ponto de partida da
principal etapa, que é o isolamento e purificagio dos constituintes quimicos
fixos das plantas. A escolha do solvente para extragdo deve ser feita tendo-se em
vista os objetivos do estudo e os resultados da abordagem. Deve-se ter em conta
que solventes pouco polares (éter de petrdleo, hexano, benzeno, cloroférmio)
extracm da planta, mais facilmente, mistura de compostos de baixa polaridade e
compostos polares pouco hidréfilos. Em contrapartida, deve-se considerar que
compostos mais polares ¢ hidréfilos sdio também extraidos com mais facilidade
em presenga de etanol ou metanol. Compostos que se comportam como #cidos
ou bases lipossoliveis sfio extraidos, de preferéncia, utilizando suas
propriedades de formarem sais hidrossoliveis, com bases inorgénicas, no caso
dos acidos e, com &cidos inorgénicos, no caso das bases orgénicas (Matos,
1997). -

Os testes fitoquimicos foram realizados com extratos brutos da fotha
fresca (30 g). Para obtengdio desses, os materiais foram triturados e secos em
estufa ventilada a 42 °C e em seguida, foram colocados sob refluxo etanélico
durante 24 horas, seguindo-se a filtragio em funil de Bilchner. O processo foi
repetido 4 vezes com o mesmo material. Todos os extratos foram reunidos e
concentrados em evaporador rotatério, cujo residuo obtido foi utilizado para a
caracterizagio dos principais grupos de substincias vegetais de interesse, por
meio de reagdes quimicas especificas, que resultaram no desenvolvimento de
coloragdo e/ou precipitado caracteristico (Matos, 1997; Simdes et al., 2000)
(Figura 13). |
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= '} Teste com reativo de Pascovd
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Reagio de Molish

} Teslecom FeClya 1% 000

Reagdo com vanllina 1% e HCl conc.

Reagdo com HC conc. ¢ fita de magnésio

Sesquit ctonas ¢ lactonas  Reagdo com Cloridrato de Hidroxtlamina, solug3o metanélica de KOH 10%, HCI IN e FeCl;
Reagdo '‘com realivo de Kaizer

Carotendides Teste com dcido trifluoroacélico

lecrddes e lecxpcﬂoidn Teste de Lieberman-Burchard

Teste com FeChya 1%

Danvdos da Cumarina Teste com Solucio etérea do extrato e NaOH I N

Saponina Espumidica Teste com H20 dest. e etanol 800GL

Nc:l!éldcs Teste com reagente de Bouchardat, Dragendorf, Bertrand e Mayer

Teste com HCLgN e H20; 30%

Reagio com benzeno & NiiOH 10%

FIGURA 13 — Reagdes de screening fitoquimico cléssico realizadas com folhas
de Bauhinia holophylla Steud

3.2.2 Fracionamento dos extratos

Os extratos brutos etandlico e metandlico das folhas foram utilizados
para as andlises cromatograficas. Empregaram-se 0,1055g do extrato bruto
etanolico (rendimento do extrato 4,12%) e 00,1036g do extrato bruto metandlico
(rendimento do extrato 3,432%), dissolvidos em 5 mL de etanol e 5 mL de
metanol, respectivamente. Os extratos foram submetidos a cromatografia liquida
de coluna (CLC), utilizando-se uma coluna de 50 cm de comprimento por 2,5
cm de didmetro, recheada de silica gel 60, 70-230 mesh Merck®, eluida com:
hexano, cloroférmio, acetato de etila, propanol, etanol, metanol, acido acético e
agua. Esses solventes foram definidos pela série eluotropica em cromatografia
de camada delgada (CCD). Coletaram-se dezoito fragdes de 30 mL (Figuras 14 e
15).
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Reuniram-se as fragdes obtidas em seis subfragdes: subfragdo A,
decorrente da unido das fragdes cloroférmio e cloroférmio/acetato de etila;
subfragio B, unido das fragdes acetato de etila, acetato de etila/propanol e
propanol, subfragio C, propanol/etanol, etanol, etanol/metanol e¢ metanol;
subfragio D, metanol/acido acético e 4cido acético; sub-frago E, acido
acético/dgua e subfragdio F, consistindo somente da fragdo aquosa.

A subfragdio C foi submetida a uma nova CLC, seguindo-se o mesmo
procedimento inicial. Na segunda CLC, foram obtidas seis subfragSes que foram
submetidas a CCD, com a obteng#io de trés manchas semipuras, as quais sofrerio
o processo de recristalizagdo para purificagio. Da subfragdo F, foram obtidas
quatro subfragBes, duas das quais apresentaram-se com formagfio de cristais
(precipitagfio), que foram filtrados e levados & estufa 45 °C. Apés 24 horas,
foram deixados em um dessecador com pentdxido de fosforo (P2Os) por vérios
dias.
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3.2.3 Caracterizacio e identificaciio das substincias

As substincias foram caracterizadas pelos valores de Rf (fator de
retengdo), ponto de fusdo, solubilidade, espectrofotometria de Infra Vermelho e
foram encaminhadas para as andlises de Espectroscopia de Massa (EM) e
Ressondncia Magnética Nuclear (RMN'H). O espectrofotdmetro utilizado foi da
marca Shimadzu, modelo FTIR — 88201, e para o ponto de fusdo, utilizou-se a
técnica de Thiele.

3.2.4 Extragiio do éleo essencial e identificacfio de seus componentes

O método utilizado para obtengio do 6leo essencial foi o de arraste a
vapor, utilizando o aparelho de Clevenger modificado por Wasicky (méquina 1).
Do material vegetal selecionado, 100 gramas de folhas frescas trituradas foram
submetidas ao processo de arraste de vapor por 4 horas, para a obtengio do
hidrolato. Obteve-se 2 L de hidrolato, o qual foi submetido a um processo de
partigdo com 1L diclorometano. Reuniram-se as fragdes orgénicas, adicionou-se
sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e evaporou o solvente utilizando-se
evaporador rotatério do tipo Biichi B-480, obtendo-se um liquido incolor,
amarelo bem claro. O mesmo procedimento foi realizado com material vegetal
seco 4 sombra, seco na estufa ventilada a 42 °C, e com material vegetal
liofilizado, com quatro repetigdes, nos meses de fevereiro a junho (Figura 16 -
Aparelho antigo de Clevenger- méquina 1- Laboratério de Quimica Orgénica -
UFLA).

A metodologia anteriormente descrita foi utilizada com um novo
aparetho de Clevenger (mnéquina 2) nos meses de agosto até dezembro. Com o
novo aparelho, foram utilizados 30 g de folhas frescas e o tempo de extragéo
decaiu para 40 minutos. Foram realizadas quatro repeti¢des (Figura 17).
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FIGURA 17 - Aparelho de Clevenger novo, modificado (Méaquina 2)
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3.3 Anailise estatistica

Foram utilizadas comparagdes de médias nos ensaios em blocos
casualizados por métodos ndo paramétricos.

A partir dos dados do rendimento de 6leo essencial extraido das folhas
de Bauhinia holophylia, tirou-se uma média das quatro repeti¢des realizadas
para cada tratamento utilizado (folhas frescas, secas & sombra, secas na estufa
ventilada a 42 °C e folhas liofilizadas).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aspectos morfologicos da planta

4.1.1 Descricio da morfologia da Bauhinia holophylla

A epiderme, tanto adaxial quanto abaxial, é pouco cutinizada.
Apresentam células pequenas e de paredes espessas. Possui diversos tipos de
tricomas (tectores e glandulares), em maior quantidade na epiderme abaxial. O
mesofilo é heterogéneo assimétrico. O parénquima paligadico ¢ composto de um
so extrato celular. O lacunoso, que é amplo, possui glandulas secretoras. Na
nervura central, Figura 18 (detalhe do mesofilo foliar), tanto na parte superior
como na inferior encontra-se um tecido colenquimatoso composto por dois
extratos celulares. Os elementos condutores sdo representados por um xilema em
forma de arco e cortado no sentido radial por raios unisseriados medulares. O
floema compde-se de numerosos tubos crivados e os raios medulares provindos
do xilema o cortam também no sentido radial. Opostos ao xilema, encontram-se
de 3 a 6 conjuntos libero-lenhosos. O periciclo é composto por fibras isoladas.
Na superficie adaxial da folha, observa-se que as células epidérmicas possuem
paredes retas ou levemente curvas, sdo de diferentes tamanhos e, em sua
maioria, poliédricas. Os estdmatos sdio raros nessa epiderme. Entre as células

epidérmicas, encontram-se os tricomas secretores € 0s tricomas tectores.
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FIGURA 18 - Aspecto do mesofilo foliar de Bauhinia holophylla

4.1.2 Tricomas secretores e tectores

O tricoma ou um pélo é formado pelo desenvolvimento de uma célula
epidérmica. Pode ocorrer divisdo celular e, assim, o pélo torna-se multicelular.
Pélos multicelulares podem consistir de uma fileira inica de células ou de
muitas fileiras. Os tricomas sdo, algumas vezes, também classificados como
pélos glandulares, que possuem fungédo secretora (Cutter, 1986).

Observa-se, pela Figura 19a, um tricoma glandular expelindo uma
goticula de 6leo, e na Figura 19b, em detalhe, a localizagdo desse tricoma na
regido da nervura central.

Os tricomas tectores formados por 3-8 células sdo conicos, com apice
afilado e base intumescida.

Na superficie abaxial, os estdmatos sdo as estruturas mais abundantes
com relagdo aos tricomas secretores e tectores. Os tricomas secretores ou
glandulares sdo de diversos tamanhos, localizam-se sobre o limbo e as nervuras

e sdo revestidos por uma cuticula delgada. Esses apéndices sdo saculiformes,



formados por duas células, uma basal mais curta e estreita e outra apical
dilatada. A célula basal desses tricomas localiza-se entre as células epidérmicas.
A relagdio entre os tricomas secretores, estomatos e células epidérmicas

variam nas diferentes regides da folha.

(a) (b

FIGURA 19 - Corte transversal na altura da nervura central da folha de Bauhinia
holophylla. (a) Tricoma glandular expelindo uma goticula de
6leo, (b) detalhe da nervura central onde o tricoma glandular se
localiza

Pelo fato de se ter observado que algumas regides, como o limbo, a
margem e o apice, mantém uma paridade entre tricomas tectores e tricomas
secretores ou glandulares, ¢ que nas regides de nervura central e da base os
tricomas sdo mais numerosos, pode-se formular uma hipotese de que o indice de

tricomas seja proporcional a produgdo de O6leo. Como se tem pequena
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porcentagem de tricomas glandulares, é justificivel que se tenha também
pequena proporgdo de 6leo, o que poderd vir a ser tema de trabalho futuramente.

Em pesquisa com Bauhinia holophylla ocorrem os dois tipos de
tricomas: os tectores (em maior quantidade) e os secretores (em menor
quantidade), principalmente na epiderme abaxial e préximo as nervuras; porém
nos primeiros, tém-se suas paredes delgadas ¢ lume largo diminuindo sua
resisténcia mecénica a provaveis ataques de herbivoros, a0 passo que os
segundos sdo distribuidos irregularmente, sugerindo principalmente um
mecanismo de defesa quimica para a planta.

Hanberlandt (1965), estudando a secregfio de 6leo, observou que essa
protegia contra ataque de animais, e a volatizagio desse atuava contra o aumento
de temperatura interna e, conseqiientemente, contra o aumento de transpirago.
Em estudos sobre o comportamento dos tricomas, Levin (1973) observou que
esses tém um papel de defesa mecénica e quimica nas plantas, por meio dos
tricomas tectores e dos tricomas glandulares ou secretores, que exudam terpenos,
fendis, alcalbides ou outras substincias olfativas ou gustativas repelentes.

As estruturas secretoras sofreram uma evolugio de célula oleifera a
cavidade ou canal secretor, e pélo glandular ou tricomas (Gottlieb & Salatino,
1987). E importante salientar que essas caracteristicas também foram observadas
neste trabalho, em que o conteiido oleifero encontra-se em células especiais
(detectadas, porém n#o avaliadas), e também nos tricomas glandulares ou
secretores, inferindo-se que a espécie estudada apresenta, a0 mesmo tempo
,caréter primitivo e evoluido.

Segundo os autores citados no paragrafo anterior, os 6leos essenciais
evoluiram de Oleos terpénicos a lignéides e novamente terpénicos. Esses
constituem uma caracteristica primitiva na linhagem evolutiva de angiospermas,
que sdo substituidas por outros sistemas defensivos como alcaléides, e que, na
espécie estudada, apresenta um dos dois tipos de substéncias, pois alcaléides ndo
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foram detectados em quatro das reagdes realizadas no screening fitoquimico
classico: reagdes de Mayer, DragendorfT, Bertrand e Bouchardat .

Salatino (1976) caracterizou, mediante anélise bioquimica da cera da
cuticula das folhas de Bauhinia. holophylla Steud, a presenga de querceting,
carboidratos, glicose, galactose, ramnetol, rhamnose, alcanos, 4cido tartérico,
taninos pirocatequinicos e éleo essencial $-cariofileno

Segundo Gottliecb & Salatino (1987), os constituintes dos 6leos
essenciais estdo envolvidos em todos os aspectos da interagdo planta-micrébio,
planta-planta e planta animal. Para esses, em Bauhinia, o componente

majoritério do 6leo essencial é o B cariofileno.

4.2 Avaliacio fitoquimica dos extratos

4.2.1 Preparacio dos extratos

Segundo Matos (1997), usualmente, o que se pode inferir € que, em uma
breve andlise, buscam-se o isolamento e a caracterizagio de compostos de
interesse biolégico, que originardo novos compostos ndo registrados na literatura
especializada, ou intermedidrios de processos de biossintese de importincia
quimiotaxondmica. Perante tais fatos, tenta-se encontrar e isolar substéncias de
interesse econdmico, principalmente novos agentes medicamentosos, ou novas
fontes de compostos raros ja utilizados, ou ainda compostos que possam ser
utilizados como precursores de sintese dessas substdncias (Matos, 1997). A
abordagem fitoquimica, além de facilitar a escolha do material a ser estudado,

nos poupa tempo e torna menos onerosos testes futuros.
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4.2.2 Screening fitoquimico

O teste fitoquimico preliminar foi realizado com os extratos etandlicos
brutos e, como muitos desses testes baseiam-se em mudangas de coloragdo,
surgiram dificuldades em visualizar alguns resultados positivos. As anélises
realizadas determinaram a presenga de 4cidos orgénicos, agticares redutores,
catequinas, taninos, flavonoides, sesquiterpenlactonas e outras lactonas,
carotenoides, azulenos, esterdides e triterpendides, depsideos e depsidonas,
derivados cumarinicos, saponina espumidica e purinas. Em contrapartida, deve-

se considerar que néio foram detectados alcal6ides (Figura 20).

IREACGES POSITIVASDO SCREENING FITOQUINICO CLASSICO

AGUCARES REDUTORES
TANINOS
FLAVONOIDES

ESTERQIDES ¢ TRITERPENOIDES
DEPSIDIOS E DEPSIDONAS
SAPONINAESPUMIDICA

SESQUITERPENLACTONAS
DERIVADOS DE CUMARINA
AZULENOS
CAROTENOIDES

FIGURA 20 - Screening fitoquimico positivo do extrato bruto das folhas de
Bauhinia holophylla

Apesar de esses testes serem uma anélise de prospecgiio fitoquimica da
composigdo dos extratos, sendo apenas um indicativo da auséncia ou presenga

de determinados compostos, pode-se inferir que ndo houve surpresa quanto a
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presenca de flavonéides estando coerente com dados anteriormente citados e por
causa de uma maior presenga de substincias polares nas folhas da B. holophyla,
visto que flavondides apresentam varios grupos hidroxilas em sua estrutura. Por
outro lado, o que se pode inferir é que esse grupo de compostos tem ampla
distribui¢fio no reino vegetal. A presenga de agicares redutores € justificavel,
pois varios aglicares comuns nas plantas tém essa caracteristica, como glicose,
frutose, xilose, maltose, entre outros. Esses agucares fazem parte do
metabolismo primario das plantas, mas podem fazer parte da estrutura dos
compostos secundarios, principalmente na forma de heterosideos, nos quais uma
parte é constituida por um agiicar ou ose e, a outra parte, por um grupamento
ativo, como flavonéide, saponina e outros.

Os esterbides e triterpendides, apesar de serem substincias apolares,
podem ser também justificados por participarem da estrutura de outros
compostos polares, como, por exemplo, das saponinas, também presentes na
prospecgio dos extratos brutos de B. holophyla.

A presenga de taninos parece justificivel. Salatino (1976) extraiu das
folhas de Bauhinia holophylla taninos condensados. Provavelmente, esses ndo
estejam correlacionados com a agdo antidiabética, como sugerido por Costa
(1975). A maioria dos taninos encontrados em folhas é considerada compostos
de defesa, principalmente contra a herbivoria; porém, hd outras formas de
defesa que sdo desempenhadas por outros compostos (Turner, 1995).

Outras espécies do mesmo género (Bauwhinia) ja sdo também muito
conhecidas da medicina popular, gracas a sua agdo antidiabética, que foi
comprovada por Juliane (1931) por meio de acompanhamento clinico de
pacientes com glicosurias, tratados com chés de extratos de suas folhas. Apesar
da importdncia da unha-de-vaca, miror6, como sdo conhecidas todas as
Bauhinia, Crus (1982) observou que ela foi pouco estudada e pouco se conhece

de sua composi¢gio bioquimica ¢ do seu metabolismo, originando muitas
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especulagbes sobre os compostos que poderiam promover as propriedades que
lhe sdo atribuidas .

Em trabalhos realizados por Costa (1942), foi observado que nas folhas
de Bauhinia forficata Link, apds extragdio, diversas substincias foram
identificadas entre as quais, um glicosideo (que propds denominar bauinosideo),
tragos de éleos essenciais, alcaldides e taninos, a presenga de quercitina, glicose,
ramnose, &cido tartdrico e guanidina.. Resultados similares ao trabalho em
questdio foram encontrados por Miyake ef al. (1986), que detectaram a presenga
de quercitina e confirmaram a presenga de todas as substéincias separadas por
Costa (1942). Outras espécies do mesmo género, também conhecidas como anti-
diabéticas em suas regides de ocorréncia, tém sido estudadas e todas as anélises
tém constatado a presenga de flavondides, todos com estrutura semelhante &
quercitina. Perante tais fatos, varios autores vém especulando que a agdo
hipoglicémica das Bauhinia sp. é ocasionada pelos flavonéides, influenciando
no seu estudo. Diversos compostos considerados hipoglicémicos tém sido
identificados, mas poucos tiveram a sua eficicia comprovada isoladamente.
Entre as diversas categorias de compostos orgdnicos conhecidos, destacam-se
flavonéides, glicosideos e taninos.

Outro aspecto importante a ser considerado é o processo utilizado na
extragio que pode influenciar consideravelmente os resultados do estudo
experimental.

O termo compostos fendlicos abrange uma ampla faixa de substincias
em plantas, as quais possuem comum anel aromético com uma ou mais
hidroxilas substituintes. Essas substincias tendem a ser soliiveis em 4gua, uma
vez que elas ocorrem, freqiientemente combinadas com agicares, como
glicosideos, e estfio geralmente localizadas no vaciolo celular. Entre os
compostos fendlicos naturais, dos quais vérios milbares de estruturas sdo

conhecidas, os flavonbides formam o maior grupo, apesar de fenéis
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monociclicos, fenilpropanéides e quinonas fendlicas existirem em quantidades
considerdveis.

No género Bauhinia, a quercetina possivelmente ocorre com alta
freqiléncia, tendo sido relatada em Bauhinia reticulata, Bauhinia tomentosa,
Bauhinia thonningii ¢ Bauhinia holophylla (Salatino, 1976).

4.2.3 A cromatografia

A cromatografia de coluna foi utilizada para separar e purificar com
precisfo mais elevada os diferentes componentes quimicos do extrato. A
cromatografia de camada delgada, certificou a pureza da amostra, pela separago
das diferentes substincias das folhas de B. holophyila.

As substéncias foram caracterizadas pelos seus fatores de retengdo (Rg)
que é a razio entre a distdncia percorrida pela substincia em questdo e a
disténcia percorrida pela fase mével), que foram calculados com base na média
dos resultados de trés placas, cujas manchas foram reveladas em atmosfera de
iodo (I»).

R/ =56/7=08.R;=53/7=0,757.R¢*>=5,1/7=0,728.

Média de Re + Re» + Rp = 0,761666

4.2.4 Caracterizaciio e isolamento dos constituintes quimicos

Os compostos A, e B, isolados dos extratos etanélico e metanélico
respectivamente, apresentaram solubilidade em cloroférmio, tetracloreto de
carbono, benzeno e tolueno.

Os espectros de infravermelho dos compostos A, e B, foram similares
(Figuras 21 e 22), apresentando as seguintes absorgéés: duas bandas pequenas,
em 3550 cm™ e 3404 cm’, equivalente aos estiramentos assimétricos e
simétricos de ligagSes N-H de aminas primérias, confirmadas pela presenga de

um pico agudo e intenso em 1622 cm™, proveniente de vibrag3es de deformagdo
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FIGURA 22 - Espectro de IV da Amostra B, isolada em extrato metandlico.
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4.2.5 Aspectos fisico-quimico das substincias isoladas

Pelos resultados dos ensaios de solubilidade, constataram-se
solubilidade completa em tetracloreto de carbono, cloroférmio e acetato
de etila, e solubilidade parcial em em acetato de etila, éter etilico,
diclorometano, dimetilsulféxido, éter de petréleo e hexano e, insohiavel

nos demais solventes (Tabela 1).

TABELA 1 - Solubilidade das amostras A, e B, de Bauhinia holophylla

Solubilidade
Solvente

2
=

Agua
Acido acético
Metanol
Etanol
Butanol
Acetona
Acetato de Etila
Eter Etilico
Cloroférmio
Benzeno
Diclorometano
Dimetilsulféxido
Tetracloreto de Carbono
Eter de Petréleo
Hexano

L I 7 T - L - T 7 T 7 T - I - B T R S R R )
[ 7 L - I - IR < T - B 7 T R R o B T

e

S: solivel / P: parcialmente soliivel / I: insolivel
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Cada substiincia s6lida, cristalina e pura est4 definida pelo seu ponto de
fusdio. Assim, determina-se essa constante fisica com o fim de avaliar o estado
de pureza das substincias isoladas. Por vezes, essas se decompdem antes de
fundirem; porém, se tal transformagdo ocorrer sempre 4 mesma temperatura,
pode se utilizar o mesmo modo como método de reconhecimento.

No presente trabalho, os valores de pf encontrados para os extratos puros
foram da Amostra A, 310°C e da Amostra B 316 °C.

Pelo fato de o ponto de decomposigio das substincias ter atingido
valores acima de 300 °C, sugere-se que os compostos isolados possam ser sais

inorgénicos ou até mesmo aglicares.

4.2.6 Obtenciio do éleo essencial analisando diferentes parimetros

Realizaram-se 4 repetig3es, para cada pardmetro de folha, obtendo-se os
seguintes rendimentos: 0,01% com as folhas frescas, 0,02% com as folhas secas
na sombra, 0,04% com as folhas secas em estufa ventilada a 42 °C e 0,05% com
as folhas liofilizadas.

Os espectros de Infravermelho em NaCl (cm™) foram bastante similares.
Em todos, observa-se uma banda nitida compreendida entre 3430-3435 em’, a
qual é atribuida a ligagiio OH de 4lcoois. No intervalo compreendido entre 3078-
2856 cm’, observa-se um sinal caracteristico de grupos metila (-CHj),
metilénicos (-CH,) e metinicos (-CH). Em 1728 cm™, hd um pico nitido,
evidenciando a presenga do grupo carbonila (-C=0).0Os sinais de absor¢fo
centrados em 1261 e 1020 cm™ podem ser atribuidos & ligagdio de alcoois
primérios, secundarios e terciérios.

Em conseqiiéncia do maior rendimento do dleo essencial em peso,
conclui-se que, para essa espécie, o processo de liofilizagdo apresentou melhores
resultados.



Pelo método comparativo e analisando apenas o rendimento em peso do
6leo essencial extraido das folhas de B. holophylia, conclui-se também que por
causa das folhas apresentarem baixos indices de esséncia nesse drgdo, pode-se

inferir que néo se trata de uma planta aromética.

FIGURA 23 - Espectro IV do 6leo essencial extraido das folhas liofilizadas de
Bauhinia holophylla
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FIGURA 24 - Espectro IV do dleo essencial extraido das folhas secas na estufa
a 42 °C de Bauhinia holophylla

4.3 Anidlise estatistica da extraciio de 6leo por arraste a vapor

Na tabela 2 encontram-se os valores médios de rendimento de extragéo
de dleo para as duas méquinas estudadas. Observa-se que n3o houve diferenga
significativa entre os tratamentos.

Entretanto se observarmos o rendimento de dleo extraido pela méquina 2
no material liofilizado concluimos que em termos econdmicos ou comerciais é

bastante significativo.

4.3.1 Dados estatisticos

O teste de Friedmam aplicado as ordens das observagdes dentro de cada

bloco.
Hipbéteses associada :
HO : t1=t2=t3=t4
H1 : Pelo menos dois tratamentos diferem entre si.
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Resultado do Teste de Friedmam
(probabilidade ) P-Valor = 0.112

4.3.1.1 Interpretaciio

Em virtude de o P_Valor ser superior ao valor nominal fixado em 5%,
conclui-se que o teste é ndo-significativo, ou seja, em relagiio ds maquinas (1 e
2), o rendimento na extragdo do 6leo executado pela méquina 2 apresentou um

resultado bem superior.

TABELA 2 - Média dos valores referente ao rendimento de extragdo de 6leo

Tratamentos mg/100 g
Blocos Fresca Liofilizada Seca & sombra Seca na estufa
(tn ) (t3) (t4)
Miquina 1 0,0155 0,0533 0,0246 0,0426
Méquina 2 0,0686 0,2267 0,0807 0,1594
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5 CONCLUSOES

Os solventes mais adequados para a extracdo das folhas de Bauhinia
holophylla foram o etanol e o metanol demonstrando assim a presenga de
elevado teor de substincias polares.

O processo de liofilizaglio das folhas de Bauhinia holophylla spresentou
maior rendimento na extragiio do teor de 6leo em peso que qualquer outro
dos trés tratamentos.

A extragdo do 6leo essencial pela méquina 2 - Clevenger - obteve maior
rendimento na extragfio € em menor tempo.

Este género parece apresentar uma dicotomia de flavonéis, com espécies
apresentando quercetina e outro grupo canferol.

Néo foi detectada a presenga de alcal6ides nos extratos brutos. Assim, pode
ser necesséria a utilizagio de outra metodologia para confirmagio da
auséncia total de alcaldides nas folhas de Bauhinia holophylla.

Quanto & morfologia interna foram detectados e fotografados diversos
tricomas, do tipo glandulares localizados em toda a extensdio da nervura
central em maior quantidade, com presenca de 6leo essencial no seu interior

e, tricomas tectores.
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TABELA 1A: Matriz de Correlagio para Tratamento — Folha Fresca (100 g)

Fev Mar abr maio junho  Agosto Set Out Nov Dez

Fev 1,0000

mar 09022 1,0000

abr -0,1254 0,2528  1,0000

maio  -0,1518 02740 0,9626 1,0000

junho 07641 04234 -0,5223 -0,6543 1,0000

Agosto 09160 0,9087 -0,1344 -0,0498 0,5157 1,0000

Set -0,7085 -0,3358 0,7146 0,7926 -0,9648 -0,5345 1,0000

Out  -0,1573 02836 0,8360 09534 -0,7366 0,0586 0,8033  1,0000

Nov 09644 07613 -0,2943 -0,3660 0,9075 0,8073 -0,8563 -0,4039 1,0000

Dez 04228 10,7652 06144 07391 -02582 06173 03170 08186 0,1697 1,000

Obs : Valores em negrito/Vermelho correspondem a forte correlagdo negativa.

Valores em negrito/Preto correspondem a forte correlagfo positiva.



TL

TABELA 2A: Matriz de Correlagéio para tratamento — Folha Liofilizada (100 g).

Fev mar abr maio  junho  Agosto Set Out Nov Dez

Fev 1,0000

mar 0,4048  1,0000

abr -0,4016 0,6749 1,0000

maio -0,8578 -0,4472 0,2463 1,0000

junho  0,1641 -0,2423 -0,3714 0,3617 1,0000

Agosto 0,4968 0,9578 0,5594 -0,3854 0,0445 1,0000

Set -0,1588 -0,7427 -0,6131 0,5446 0,8282 -0,5225 1,0000

Out 0,7969 0,8118 0,1638 -0,8830 -0,3100 0,7652 -0,7063 1,0000

Nov 0,4054 10,2215 -0,1018 0,1034 10,8906 04918 0,4832 0,1007 1,0000

Dez 02972 -0,0092 -0,2453 0,2348 0,9718 0,2774 0,6730 -0,1039 0,9727 1,0000

Obs : Valores em negrito/Vermelho correspondem a forte correlagfo negativa.
Valores em negrito/Preto correspondem a forte correlagio positiva.
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TABELA 3A: Matriz de Correlagdo para o tratamento — Folha seca 8 Sombra (100 g).

Fev mar abr maio junho  Agosto  Set Out Nov Dez
Fev 1,0000
mar 0,9912 11,0000
abr 0,9375 0,8915 11,0000

maio 0,4891 0,5678 0,4004 1,0000

junho 0,9661 0,9912 0,8239 0,6029 1,0000

Agosto  -0,1100 -0,1569 -0,1844 -0,8418 -0,1540 1,0000

Set -0,3038 -0,3714 -0,2910 -0,9611 -0,3906 0,9578 1,0000

Out -0,9813 -0,9518 -0,9869 -0,4478 -0,9028 0,1529 0,3015 1,0000

Nov 0,9881 0,9983 0,8971 0,6078 09881 -0,2138 -0,4216 -0,9535 1,0000

Dez 0,6119 0,5631 08106 0,5299 04737 -0,6151 -0,5812 -0,7314 10,5993  1,000(

Obs : Valores em negrito/Vermelho correspondem a forte correlagdo negativa.

Valores em negrito/Preto correspondem a forte correlagdo positiva.
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TABELA 4A: Matriz de Correlagio — Tratamento folha seca na estufa (100 g).

Fev mar abr maio  junho  Agosto Set Out Nov Dez
Fev 1,0000
mar 0,9182 11,0000
abr 0,9538 0,8005 1,0000
maio 0,8374 09705 0,6556 1,0000
junho  0,6552 03758 0,6177 0,3575 11,0000
Agosto  -0,2835 -0,0139 -0,2187 -0,0663 -0,9022 1,0000
Set -0,9415 -0,7921 -0,9986 -0,6390 -0,5805 0,1739 11,0000
Out 0,0062 -0,3904 0,2007 -0,5078 0,5636 -0,6086 -0,1943 1,0000
Nov -0,1852 -0,4150 -0,2370 -0,3176 0,6099 -0,8896 0,2777 0,6013 1,0000
Dez 0,0000 -0,3891 0,1431 -0,4627 0,6526 -0,7477 -0,1264 0,9782 0,7504 1,0000

Obs : Valores em negrito/Vermelho correspondem a forte correlagdo negativa.

Valores em negrito/Preto correspondem a forte correlagfio positiva,





