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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar, através de metodologia espetrofotométrica, o teor
de flavondides totais em produtos contendo pata-de-vaca (Bauhinia L.) comercializados em
farmacias de Recife, estado de Pernambuco, Brasil. Foi utilizada metodologia de complexagéo
com cloreto de aluminio. Os resultados foram expressos em ug equivalentes de rutina por mililitro
(ng ER mL"). Foram adquiridos e avaliados nove produtos (drogas rasuradas, extratos e capsulas).
As concentragées de flavondides totais das amostras variaram de 1,663 + 0,144 a 28,698 +
0,187 ug ER mL-". Os resultados n&do apresentaram uniformidade quanto a concentragao de
flavondides totais, indicando falta de padronizagado nas preparacoes fitoterapicas e possivel
ineficacia dos produtos comercializados.
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ABSTRACT: Total flavonoid content in products containing “pata-de-vaca” (Bauhinial.) sold
in pharmacies in Recife/PE. The aim of this study was to evaluate, through spectrophotometric
methodology, the total flavonoid content in products containing “pata-de-vaca” (Bauhinia L.) sold in
pharmacies in Recife, state of Pernambuco, Brazil. The methodology of complexation with aluminum
chloride was used. The results were expressed as g of rutin equivalents per milliliter (ug RE mL-").
Nine products (drug erasures, extracts and capsules) were purchased and evaluated. The concentrations
of total flavonoids in the samples ranged from 1.663 + 0.144 to 28.698 + 0.187 ug RE mL-". The results
showed no uniformity as to the total flavonoid content, indicating a lack of standardization in herbal

preparations and a possible inefficiency of the marketed products.
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INTRODUGAO

O género Bauhinia L. (Caesalpiniacaea)
possui aproximadamente 300 espécies, sendo que
no Brasil ocorrem cerca de 20% destas (Haver, 2002),
onde sdo utilizadas na medicina tradicional, vendidas
em feiras livres ou encontradas na composigao de
diversos fitoterapicos (Melo et al., 2004). Estas
espécies apresentam diversas indicagdes populares,
principalmente como ténico, expectorante,
hipocolesterolemiante, hipoglicemiante, anti-
hipertensiva e antiinflamatério (Silva & Cechinel Filho,
2002; Almeida et al., 2006; Albuquerque, 2006;
Albuquerque et al., 2007; Agra et al., 2007). Nos
fitoterapicos a base da pata-de-vaca (género Bauhinia
L.), ainda que nao seja preconizada nos cédigos
oficiais, considera-se a folha como a parte vegetal a
ser utilizada para fins terapéuticos, uma vez que é o
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orgao utilizado na medicina popular.

Estudos apontam que os flavonoéides sao os
marcadores quimicos e responsaveis pelas diversas
atividades farmacoldgicas desempenhadas pelo
género Bauhinia (Silva et al., 2002; Argolo et al.,
2004; Sousa et al., 2004). Almeida et al. (2006)
avaliaram a atividade antidiabética do extrato foliar
de Bauhinia cheilandra (Bong.) Steudel sobre os
niveis de glicose em ratos diabéticos induzido por
aloxana e encontraram que os tratamentos nas
doses de 300, 600 e 900 mg kg', apresentaram
atividade hipoglicemiante significativa. Em outro
estudo com diferentes fragdes do extrato foliar de
Bauhinia candicans Benth, os resultados
mostraram que o tratamento utilizando doses de 8
mg kg dafracao lll (kaempferol-3-O-B-rutinosideo)
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reduziu significativamente os niveis de glicemia de
coelhos com diabetes induzida por aloxano,
evidenciando uma potente atividade hipoglicemiante
do flavondide (Fuentes et al., 2004).

Mesmo sendo o composto majoritario no
vegetal, diversos fatores podem modificar a rota
metabdlica dos flavondides e, com isto, alterar a
composi¢cdo dos insumos para a producgao de
medicamentos. Alteragdes ambientais como
sazonalidade, ritmo circadiano, radiagao, temperatura,
altitude e umidade, interferem qualitativamente e/ou
quantitativamente no teor dos principios-ativos
presentes no vegetal (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).
Fatores laboratoriais como estabilizagéo, sistema
extrativo, tempo e temperatura de armazenamento
também podem influenciar o teor dos metabdlitos ativos
e alterar a constancia e eficacia do produto acabado
(Falkenberg et al., 2004; Andreo & Jorge, 2006).

Diversas técnicas podem ser empregadas
para a deteccido e doseamento de flavondides em
amostras vegetais, tais como a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Gasosa
(CG), Cromatografia Liquida associada a
Espectrometria de Massas (CL-EM), Cromatografia
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em Camada Delgada (CCD), entre outras. No entanto,
o0 método de quantificagdo de flavonoides por
espectrofotometria, em relagado as demais, € uma
técnica mais acessivel, pratica e menos onerosa e,
devido as duplas ligagdes presentes nos anéis
aromaticos, os flavondides podem ser analisados na
regido do ultravioleta ou visivel (Markhan, 1982).

Na reacao, o ion aluminio (Al**) complexa-
se com as moléculas de flavondides da amostra,
estabelecendo o complexo estavel flavonoide-AlRF* de
coloragao amarela cuja intensidade é proporcional a
concentragao de flavondide presente na amostra
(Mabry et al., 1970). Esta complexag¢do promove, em
espectroscopia, deslocamento batocrémico e
intensificagéo das absorgdes, podendo ser quantificado
sem sofrer influéncia de outros compostos fendlicos
presentes na amostra (Figura 1).

De acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) fitoterapicos sao
medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais,
empregando-se exclusivamente derivados de droga
vegetal e assim como todo medicamento, deve
oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos
comprovados, composi¢ao padronizada e seguranga
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FIGURA 1. Esquema ilustrado da complexagéo do flavonoide quercetina com cloreto de aluminio (AICI,) o qual

forma o complexo estavel flavonoide-Al** (Mabry et al. 1970).

de uso para a populagéo (Brasil, 2009). A qualidade
deve ser alcangada mediante o controle de qualidade
das matérias-primas, do produto acabado, materiais
de embalagem, formulagéo farmacéutica e estudos
de estabilidade (Brasil, 2009).

Com base na importancia cientifica e
econdmica que as espécies de Bauhinia despertam,
o objetivo deste trabalho foi avaliar, por
espectrofotometria, o conteludo de flavondides totais
de produtos fitoterapicos contendo plantas do género
Bauhinia comercializados em farmacias de Recife,
estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODO

Equipamentos
Foi utilizado no estudo agitador eletro-
magnético e tamises Bertel, balanca analitica eletrdnica
Shimadzu AX200, cubeta de vidro Equilab de 10 mm de
caminho optico, espectrofotdbmetro Shimadzu UV-Mini
1240 e placa de aquecimento Tecnal TE-018.

Reagentes e padrao de referéncia
As analises quantitativas foram realizadas
com os seguintes solventes: metanol p.a. (Vetec),
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acido acético glacial p.a. (Merck), solugdo metandlica
de piridina a 20% (Vetec) e reagente cloreto de aluminio
em metanol a 50,0 mg mL" (Vetec). Como padréo para
flavonoides foi empregado rutina 99,5% (Merck).

Metodologia analitica

Seguiu-se a metodologia descrita por Peixoto
Sobrinho et al. (2008, 2009, 2010). Os extratos foram
preparados com 500,0 mg das amostras
pulverizadas com granulometria de 60 Mesh em
erlenmeyers de 50 mL, aos quais foram adicionados
25,0 mL de metanol 80% e extraidos, em placa de
aquecimento durante 30 minutos, sendo filtrados
para balées volumétricos de 50 mL. Em cada
erlenmeyer foi adicionado 20,0 mL do solvente e
novamente filtrado, aferindo-se o volume do baléo
com metanol 80%. Deste extrato foi pipetada e
transferida aliquota de 1,0 mL para baldo
volumétrico de 25 mL, ao qual foram acrescentados
0,6 mL de &cido acético glacial, 10,0 mL da solugéo
metandlica de piridina e 2,5 mL do reagente cloreto
de aluminio, completando-se o volume com agua
destilada. Apdés 30 minutos em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, as leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a 420 nm em
cubetas de vidro. As amostras foram analisadas
utilizando-se cinco réplicas para cada produto e
os resultados foram expressos em ug equivalentes
de rutina por mililitro (ug ER mL™").

Para construcéo das curvas de calibragao,
foram preparadas solugdes metandlicas de rutina a
0,5 mg mL-", do qual foram retiradas sete aliquotas
para baldes volumétricos de 25 mL. Em cada balao
foi acrescentado 0,6 mL de acido acético glacial, 10,0
mL da solugéo de piridina e 2,5 mL do reagente cloreto
de aluminio, completando-se o volume com agua
destilada, obtendo-se concentragdes finais de 1,0-
40,0 pg ER mL-". Apés 30 minutos em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, as leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro a 420 nm em
cubetas de vidro, utilizando-se agua destilada como
solugao-branco.

Controle de qualidade dos produtos

Seis produtos contendo plantas do género
Bauhinia, sendo trés na forma de droga rasurada
(Grupo I: Marcas A, B e C) e trés na forma de capsula
(Grupo II: Marcas D, E e F) e trés fitoterapicos na
forma de extrato (Grupo Ill: Marcas G, H e I), foram
adquiridos no més de maio/2008 na cidade do Recife,
estado de Pernambuco.

A quantificagédo do conteudo flavondnico das
amostras na forma de droga rasurada e capsula
seguiu conforme o descrito na metodologia
analitica. A analise das formas farmacéuticas
liquidas procedeu diretamente no extrato, sendo
retiradas aliquotas de 1,0 mL e transferidas para

baldes volumétricos de 25 mL, onde se procedeu
a adicado dos reagentes utilizados para a
quantificagdo. Os resultados foram expressos
como pg equivalente de rutina por mililitro.

Andlise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
para avaliar a normalidade dos resultados e analise de
varidncia ANOVA um critério para comparar os teores
de flavondides totais no grupo formado pela mesma
forma farmacéutica, complementando-se o estudo com
o teste de Tukey. As analises foram realizadas ao nivel
de 95% de confianga (o = 0,05) através do programa
BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007).

RESULTADO E DISCUSSAO

A equagao de correlagao e o coeficiente de
determinagao na construgao da curva de calibracao
utilizada para analisar os teores de flavondides totais
dos produtos foram, respectivamente, y = 0,0262x +
0,0007 e R2= 10,9998 (Figura 2).

Na analise dos produtos a base de plantas
do género Bauhinia, foi observada diferencas
estatisticas dentro dos grupos formados pela mesma
forma farmacéutica (p<0,0001). Os resultados das
analises de controle de qualidade dos produtos séao
mostrados na Tabela 1 e Figura 3.

A amostra G apresentou a maior
concentracao de flavondides totais (28,698 + 0,187
ng ER mL"), sequida pela amostra A (26,511 + 0,291
png ER mL-") e amostra D (21,435 + 0,574 ug ER mL™"),
enquanto os menores niveis foram observados paras
as amostras C (1,663 £ 0,144 ung ER mL-"), B (4,506 +
0,714 yg ER mL") e F (6,454 £+ 0,225 ug ER mL").
Comparando as médias das concentracdes de
flavondides totais de mesma forma farmacéutica, os
extratos apresentaram um coeficiente de variagéo (CV =
41,26%), seguido por capsulas (CV =63,12%) e, por
ultimo, as amostras na forma de droga rasurada, que
apresentaram alta variagcado (CV = 124,85%). Isto
mostra que nao ha padronizagdo quanto aos niveis
de flavonodides totais presentes nos produtos
comercializados, sendo a droga rasurada a forma que
apresentou heterogeneidade mais expressiva.

A andlise quantitativa de matérias-primas
vegetais e/ou fitoterapicos torna-se um processo
fundamental para o controle de qualidade e, isto conduz
a seguranga, estabilidade, constancia e eficacia dos
fitomedicamentos produzidos (Bara et al., 2004).

Oliveira & Beretta (2007) constataram
variagao entre os teores de flavondides totais contidos
em insumos farmacéuticos de Calendula officinalis
L. (Asteraceae) usadas em farmacias magistrais,
principalmente na comparacgao entre tinturas e os
respectivos extratos glicélicos, de forma que os
extratos apresentaram teores correspondentes a 10%
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FIGURA 2. Curva de calibragdo construida com rutina nas concentracdes de 1-40 pg mL'a 420 nm, onde a
equacao de correlacao e o coeficiente de determinacgéo obtidos foram y = 0,262x + 0,0007 e R? = 0,9998.

TABELA 1. Determinagéo das concentracdes de flavondides totais em g equivalentes de rutina por mililitro (ug ER
mL-") contidos em nove produtos a base de plantas do género Bauhinia comercializados em farmacias do Recife/PE.

farmaciutica ™ iaxonomiea * g ERmLy  CVeR
Droga rasurada A Bauhinia spp. 26,511+0,291 1,10
B Bauhinia sp. 4,506+0,714 15,84

C Bauhinia forficata Link 1,663+0,144 8,67

Capsula D Bauhinia sp. 21,435+0,574 2,68

E Bauhinia sp. 9,629+0,103 1,07

F Bauhinia sp 6,454+0,225 3,49

Extrato G Bauhinia forficata 28,698+0,187 0,65

H Bauhinia sp 19,838+0,137 0,69

| Bauhinia forficata L.K. 12,044+0,253 2,10

DP = Desvio-P: i0; CV = Coeficiente de Variagao; *identificacdo que consta no produto.

da melhor tintura, demonstrando a necessidade da
determinagdo de especificagdes técnicas que
garantam qualidade do produto final. Estudo realizado
com matérias-primas e capsulas contendo Ginkgo
biloba L. (Ginkgoaceae), mostrou que 33% e 91%,
respectivamente, dos teores de flavondides estavam
em desacordo com as especificagdes declaradas
pelos fabricantes (Bara et al., 2004).

A utilizagéo de insumos farmacéuticos com
teores de principios-ativos abaixo das especificagdes
leva a produgéo de fitoterapicos sem uniformidade
quimica, podendo reduzir a eficiéncia dos
fitomedicamentos. Portanto, € importante enfatizar a
necessidade de realizagcdo de analises para
determinagéo do teor de principios ativos em matérias-

primas vegetais, associadas as analises de identidade
das plantas. Desta forma pode-se buscar uma
padronizacao de fitoterapicos e consequentemente,
contribuir para assegurar eficacia do uso.
Concluimos que os produtos fitoterapicos
contendo plantas do género Bauhinia L. que sao
amplamente vendidos nas farmacias da cidade do
Recife/PE ndo apresentam uniformidade quanto ao
conteudo de flavonoides totais. Considerando que a
acao hipoglicemiante desempenhada por extratos de
diversas espécies vegetais € atribuida a flavondides,
a simples constatagao de diferencas significativas no
teor desse grupo de substancias fendlicas nas varias
amostras analisadas permite inferir que esses
produtos vegetais comercializados em Recife ndo
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FIGURA 3. Concentracdes de flavondides totais em g equivalentes de rutina por mililitro (ug ER mL-") contidos em
produtos a base de plantas do género Bauhinia L. comercializados em farmacias do Recife/PE.

possuem homogeneidade terapéutica. Além disto,
muitos dos produtos ndo continham a designagéo da
espécie, podendo ocorrer a adulteragao com outras
espécies vegetais.
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