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RESUMO

SOUZA, B. V. C. Efeitos hipoglicemiantes de extratos microencapsulados das folhas de
Bauhinia forficata Link subsp. forficata: caracterizacdo quimica, capacidade
antioxidante e toxicogenética. 2019. 207p. Tese (P6s-Graduacdo em Biotecnologia -
RENORBIO) - Universidade Federal do Piaui, Teresina, Piaui, 2019.

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) caracteriza-se por uma hiperglicemia, devido a uma
deficiéncia de insulina causada por disfungdo das células B pancredticas, que pode ser
ocasionada pelo estresse oxidativo, com prevaléncia e morbimortalidade elevadas. Assim, a
Bauhinia forficata Link subsp. forficata € uma espécie vegetal com atividade antioxidante
significativa e que pode ser utilizada no tratamento dessa patologia e prevencdo de suas
complicagdes. Diante disso, esse estudo objetivou obter e caracterizar extratos
microencapsulados, investigar a bioacessibilidade dos compostos bioativos, atividade
antioxidante, efeitos hipoglicemiantes em modelo animal para diabetes induzidos por
estreptozotocina e sua toxicogenética para a aplicacdo em formulacdes farmacéuticas para o
tratamento do diabetes. Inicialmente, fez-se uma revisdo de patentes sobre o tema,
pesquisando os termos “Bauhinia forficata” e “diabetes mellitus”. Posteriormente, empregou-
se a técnica spray drying para obter os extratos secos microencapsulados, que foram
caracterizados quanto ao teor de umidade, atividade de agua, densidade, granulometria,
reologia, morfologia, analises térmicas, difracdo de raio-X, espectrometria de infravermelho,
analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas. A
bioacessibilidade dos polifendis foi avaliada em cada etapa do processo digestivo in vitro e
seus efeitos na resposta ao estresse oxidativo foram verificados pelos ensaios do poder de
reducdo do ion ferro e pela capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio. Avaliou-se
também os efeitos hipoglicemiantes e toxicogenéticos desses extratos microencapsulados em
camundongos da linhagem Swiss. Induziu-se 0 DM2 nestes animais, com estreptozotocina e
administrou-se os extratos, por 28 dias, sendo verificada a glicemia semanalmente e depois
analisou-se os parametros bioquimicos, hematolégicos e histolégicos. Na revisdo de patentes,
encontrou-se apenas sete patentes com a utilizacdo da B. forficata no tratamento diabetes,
sendo importante para subsidiar o desenvolvimento desta tese. Os extratos microencapsulados
das folhas de B. forficata Link apresentaram baixos valores de umidade e atividade de agua,
tamanho das particulas adequados para a incorporacdo em comprimidos e céapsulas, com
caracteristicas amorfas. A espectroscopia no infravermelho e a cromatografia de alta
eficiéncia confirmaram a presenca de compostos fendlicos. Os polifendis e os flavonoides
bioacessiveis apresentaram atividade antioxidante, apos cada etapa da digestdo in vitro, como
também hipoglicemiantes, pois os resultados mostraram que a glicemia dos animais
diabéticos reduziu 77,26%, 57,79% e 45,15%, ap0s o tratamento com extrato seco infusdo
(200 e 600 mg/kg/dia) e extrato seco decoccdo (600 mg/kg/dia), respectivamente, quando
comparados com o grupo diabético tratado com metformina (600 mg/kg/dia) (21,53%).
Observou-se também uma melhora da resposta glicémica e uma recuperacdao das células 8
pancredticas. Os extratos, na dose de 2000 mg/Kg, apresentaram efeitos genotoxicos, na
medula dssea e figado. Entretanto, esses efeitos ndo foram observados no pancreas e no
sangue periférico os danos foram reparados apds 14 dias. Assim, este estudo demonstrou que
esses extratos, apresentaram atividade hipoglicemiante, com um efeito benéfico superior ao da
metformina, sendo potenciais agentes terapéuticos para aplicacbes em formulagdes
farmacéuticas para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2.

Palavras-chave: Bauhinia forficata Link. Spray drying. Compostos bioativos.
Bioacessibilidade. Diabetes mellitus.



ABSTRACT

SOUZA, B. V. C. Efeitos hipoglicemiantes de extratos microencapsulados das folhas
de Bauhinia forficata Link subsp. forficata: caracterizacdo quimica, capacidade
antioxidante e toxicogenética. 2019. 207p. Tese (Pdés-Graduacdo em Biotecnologia -
RENORBIO) - Universidade Federal do Piaui, Teresina, Piaui, 2019.

Type 2 diabetes mellitus (DM2) is characterized by hyperglycemia, due to an insulin
deficiency caused by pancreatic B-cell dysfunction, which may be caused by oxidative
stress, with a high prevalence and morbimortality. Thus, Bauhinia forficata Link subsp.
forficata is a plant species with significant antioxidant activity and can be used to treat this
pathology and prevent its complications. The objective of this study was to obtain and
characterize microencapsulated extracts, to investigate the bioaccessibility of bioactive
compounds, antioxidant activity, hypoglycemic effects in animal model for diabetes
induced by streptozotocin and its toxicogenética for the application in pharmaceutical
formulations for the treatment of diabetes. Initially, there was a review of patents on the
subject, researching the terms "Bauhinia forficata” and "diabetes mellitus”. Afterwards, the
spray drying technique was used to obtain microencapsulated dry extracts, which were
characterized in terms of moisture content, water activity, density, grain size, rheology,
morphology, thermal analysis, X-ray diffraction, infrared spectrometry, high performance
liquid chromatography coupled with mass spectrometry. The bioaccessibility of the
polyphenols was evaluated at each stage of the digestive process in vitro and their effects
on the response to oxidative stress were verified by the tests of the iron ion reduction power
and by the absorption capacity of oxygen radicals. The hypoglycaemic and toxicogenic
effects of these microencapsulated extracts were also evaluated in mice of the Swiss
lineage. DM2 was induced in these animals with streptozotocin and the extracts were
administered for 28 days, and the blood glucose was checked weekly and then the
biochemical, hematological and histological parameters were analyzed. In the patent
review, only seven patents were found with the use of B. forficata in diabetes treatment,
being important to subsidize the development of this thesis. The microencapsulated extracts
from the leaves of B. forficata Link presented low values of moisture and water activity,
particle size suitable for incorporation into tablets and capsules, with amorphous
characteristics. Infrared spectroscopy and high-performance chromatography confirmed the
presence of phenolic compounds. The bioacessible polyphenols and flavonoids presented
antioxidant activity, after each step of the in vitro digestion, as well as hypoglycemic
agents, since the results showed that the glycemia of the diabetic animals decreased
77.26%, 57.79% and 45.15%, after treatment with dry extract infusion (200 and 600 mg /
kg / day) and dry extract decoction (600 mg / kg / day), respectively, when compared with
the diabetic group treated with metformin (600 mg / kg / day) (21.53%). There was also an
improvement in the glycemic response and a recovery of pancreatic B-cells. The extracts, at
doses of 2000 mg / kg, showed genotoxic effects in the bone marrow and liver. However,
these effects were not observed in the pancreas and in the peripheral blood the damages
were repaired after 14 days. Thus, this study demonstrated that these extracts presented
hypoglycemic activity, with a beneficial effect superior to that of metformin, being
potential therapeutic agents for applications in pharmaceutical formulations for the
treatment of type 2 diabetes mellitus.

Keywords: Bauhinia forficata Link. Spray drying. Bioactive compounds. Bioaccessibility.
Diabetes mellitus.
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Introducao




23

1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenga de prevaléncia alta, que acomete 415
milhdes de pessoas no mundo, com perspectiva de aumento para 642 milhdes até o ano de 2040
(BECKMAN et al., 2013; OGURTSOVA et al., 2017). Essa epidemia deve-se ao crescimento
e envelhecimento populacional, maior urbanizacgdo, progressiva prevaléncia de obesidade e
sedentarismo, bem como da maior sobrevida de pacientes com DM2 (MILECH et al, 2016).

A hiperglicemia, caracteristica clinica dessa patologia, causa diversas complicagdes
metabdlicas agudas e crbnicas como as doencas cardiovasculares, ulceracfes nos peés,
amputacdes de membros inferiores, retinopatia e insuficiéncia renal. Assim, o controle
glicémico intensivo € essencial para se evitar tais complicacdes, reduzindo a morbimortalidade
desses pacientes (COSTANTINO et al, 2017). Muitas vezes, a abordagem terapéutica do DM
com agentes antidiabéticos é bastante dispendiosa, além de possuir varios efeitos adversos,
sendo a fitoterapia uma alternativa viavel (HASAN et al., 2018).

O Brasil apresenta uma flora riquissima, de grande interesse para 0 meio cientifico,
devido as diversas plantas fitoterapicas, ricas em compostos bioativos, que exercem atividades
bioldgicas e por isso podem ser utilizadas como matérias-primas, para a sintese de farmacos
com acdo analgésica, tranquilizante, diurética, laxante, hipoglicemiante, bactericida, utilizando
esses recursos naturais de forma racional (SOUZA,; FELFILI, 2006).

Dentre essas plantas com potencial fitoterapico, destacam-se alguns representantes do
género Bauhinia, sendo a Bauhinia forficata Link umas das espécies mais estudadas no Brasil
e que apresenta grande namero de pesquisas quanto a atividade hipoglicemiante. As folhas da
B. forficata, conhecida popularmente como pata-de-vaca, sdo frequentemente utilizadas na
forma de chés (SILVA; CECHINEL-FILHO, 2002; SILVA et al., 2012).

A principal agdo terapéutica da B. forficata € no tratamento coadjuvante do DM2,
pautada em uma pluralidade de estudos cientificos com diferentes modelos experimentais,
sendo a propriedade antidiabética atribuida a presenca dos flavonoides glicosideos kaempferol
e quercetina presentes nas folhas, principalmente pelas suas propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes (MARQUES et al, 2013; YEON et al, 2015).

O kaempferol é capaz de diminuir a glicose sérica e aumentar a sua captacdo pelo
musculo esquelético de forma tdo eficiente quanto a insulina. Testes in vivo demonstraram que
o tratamento com kaempferol aumentou a sintese e a secrecdo de insulina em células B

pancredticas e reduziu a interleucina 1 beta (IL-1p), os fatores de necrose tumoral alfa (TNF-



24

), a peroxidacéo lipidica e o nitrito, melhorando a defesa antioxidante (JORGE et al., 2004;
ZHANG; LIU, 2011).

Coskun et al. (2005) e Stewart et al. (2009) relataram o0 mecanismo de acao da quercetina
no diabetes, como diminuicdo da peroxidacdo lipidica, aumento das atividades de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e catalase
(CAT), inibicdo da ativagdo da enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) dependente de
insulina e reducédo da absorcéo intestinal de glicose por inibigcdo transportador de glicose tipo 2
(GLUT2).

Os compostos bioativos sdo geralmente sensiveis a condi¢cbes ambientais adversas,
incluindo temperaturas desfavoraveis, luz, pH, umidade e oxigénio, e sdo, portanto, suscetiveis
a degradacdo durante o processamento e armazenamento do produto, devido a existéncia de
ligacbes ndo saturadas nas estruturas moleculares. Assim, a microencapsulacdo é uma
alternativa que pode ser aplicada para aumentar potencialmente a estabilidade fisica, quimica e
microbiologica dos produtos fitoterapicos. Essa técnica consiste na incorporacgéo de substancias
centrais sensiveis ou funcionais, chamadas de “encapsuladas” em um invélucro para protecao
e facilidade de manuseio (FANG; BHANDARI, 2011).

Existem diferentes técnicas de microencapsulacdo, como spray drying,
resfriamento/resfriamento por spray, coacervacdo, extrusao, revestimento fluidizado,
aprisionamento de lipossomos e inclusdo molecular (GOUIN, 2004). No entanto, a secagem de
extratos vegetais por pulverizacgdo ou spray drying € o método mais comum e economicamente
viavel usado nas industrias farmacéuticas (CARNEIRO et al., 2013; FERNANDES et al., 2014;
SOUZA,; OLIVEIRA, 2012).

Além da microencapsulagdo, que reduz a perda dos compostos bioativos durante o
processamento e armazenamento de extratos vegetais, € importante analisar se o processo de
digestdo afeta esses compostos, pois isso afetara sua biodisponibilidade e seus possiveis efeitos
benéficos (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). Assim, os métodos de simulacdo da
digestdo gastrointestinal in vitro sdo geralmente utilizados na avaliagéo da biodisponibilidade
desses fitoquimicos e constituem uma técnica segura, rapida que permite a predigdo de ensaios
in vivo, além de ndo precisar de cumprimentos éticos dos métodos in vivo (BUNIOWSKA et
al., 2017).

Modelos animais sdo uma das principais ferramentas para investigar o mecanismo de
acdo, bem como para explorar a eficacia dos principios ativos de plantas que alegam potenciais
efeitos antidiabéticos. Entre todos os modelos animais, os roedores tém sido amplamente

utilizados pelo tempo reduzido para a indugdo do DM2 e o custo relativamente baixo para
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manutencdo e com resultados significativos. A estreptozotocina (STZ) é amplamente utilizada
para induzir o DM2 em animais por ser agente citotdxico seletivo e, consequentemente, destruir
seletivamente as células beta pancreaticas. Essa substancia pode ser administrada por via
intravenosa (1V), intraperitoneal (IP) ou subcutanea (SC) (HASAN et al., 2018; VEDTOFTE
et al., 2010; XIAO et al., 2010).

Apesar dos beneficios terapéuticos ja comprovados dos extratos das folhas da B.
forficata, e de ja existir na literatura estudos de toxicidade sobre essa planta, é relevante
investigar a toxicogenética dos extratos secos microencapsulados obtidos nesse estudo. Para
isso, realizou-se teste de toxicidade aguda, screening hipocratico, investigacdo dos parametros
bioguimicos, hematolégicos e histopatoldgicos de camundongos (Mus musculus).

Diante da necessidade de alternativas terapéuticas para o tratamento do diabetes
mellitus, devido a sua alta prevaléncia e morbimortalidade dos pacientes acometidos por esta
patologia e das drogas existentes possuirem varios efeitos adversos e alto custo, a tese intitulada
“Efeitos hipoglicemiantes de extratos microencapsulados das folhas de Bauhinia forficata
Link subsp. forficata: caracterizacdo quimica, capacidade antioxidante e toxicogenética”
foi desenvolvida e esté estruturada em: introducdo, objetivos (geral e especificos), referencial
tedrico, 3 capitulos (Figura 1), que se referem a artigos cientificos publicados e a serem
submetidos a revistas internacionais, além de um deposito de patente.

O Capitulo 1 apresenta uma prospeccao tecnologica, a fim de conhecer o estado da arte
sobre a utilizacdo das folhas da Bauhinia forficata no tratamento do diabetes mellitus, no
contexto nacional e internacional, para subsidiar o desenvolvimento de novos fitoterapicos a
base dessa planta. O Capitulo 2 aborda a obtencdo dos extratos secos microencapsulados das
folhas da B. forficata e sua caracterizacdo quanto ao teor de umidade, atividade de agua,
densidade, granulometria, reologia, morfologia, analises térmicas, difracdo de raio-X,
espectrometria de infravermelho, anélise de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada
a espectrometria de massas, além de avaliacdo da bioacessibilidade dos polifendis por meio da
digestdo in vitro e sua atividade antioxidante. No Capitulo 3, avaliou-se os efeitos
hipoglicemiantes de extratos secos microencapsulados, em modelo animal para diabetes
induzidos por estreptozotocina, bem como sua toxicogenética por parametros hematolégicos,
bioguimicos, histopatoldgicos, além de seus efeitos genotdxicos em multi-6rgdos. E por fim a
patente depositada sobre o desenvolvimento de uma formulacdo contendo extrato
microencapsulado de Bauhinia forficata Link subespécie forficata para o tratamento do

diabetes mellitus.
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Figura 1- Fluxograma da tese sobre Bauhinia forficata Link subsp. forficata.

Efeitos hipoglicemiantes de extratos microencapsulados das folhas de Bauhinia
forficata Link subsp. forficata: caracterizagdo quimica, capacidade antioxidante
e toxicogenética

| CAPITULO1 |

[ Bauhinia forficata no tratamento do diabetes mellitus: uma revisao de patentes ‘ g »

| CAPITULO2 |

Microencapsulagao e bioacessibilidade de polifendis dos extratos aquosos
das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata (Fabaceae)

| CAPITULO3 |
Efeitos hipoglicemiantes de extratos microencapsulados das folhas de
Bauhinia forficata Link subsp. forficata em camundongos diabéticos
induzidos por estreptozotocina

4

Formulacdo contendo extrato microencapsulado de Bauhinia
forficata link subsp. forficata com atividade antioxidantee
hipoglicemiante para o tratamento do diabetes mellitus

Fonte: Autoria prépria (2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

" Obter e caracterizar extratos microencapsulados das folhas da Bauhinia forficata Link
subsp. forficata, avaliar a sua bioacessibilidade, seus efeitos antioxidantes, hipoglicemiantes e

toxicogenéticos como uma alternativa para o tratamento do diabetes mellitus.

2.2 Objetivos Especificos

" Analisar o estado da arte sobre a utilizacdo da Bauhinia forficata no tratamento do
diabetes mellitus.

" Obter extratos secos microencapsulados das folhas de Bauhinia forficata e caracteriza-
los fisico-quimica, térmica e reologicamente.

" Avaliar a bioacessibilidade dos compostos fenolicos dos extratos microencapsulados e
verificar a atividade antioxidante em cada etapa do processo de digest&o in vitro.

" Avaliar os efeitos toxicos dos extratos microencapsulados por meio da toxicidade aguda,
screening hipocratico, ensaio cometa e dos parametros bioquimicos, hematolédgicos e
histopatoldgicos de camundongos Swiss.

" Avaliar o efeito hipoglicemiante dos extratos secos microencapsulados em

camundongos Swiss diabéticos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Diabetes Mellitus

30

Diabetes mellitus (DM) é uma doenga multifatorial que afeta um nimero crescente de

pacientes, tornando-se um dos maiores problemas de saude global do século XXI e esta entre

as 10 principais causas de morte a nivel mundial, representando mais de 80% das mortes

prematuras por doengas cronicas ndo transmissiveis. Aproximadamente 425 milhGes de pessoas

em todo o mundo, ou seja, 8,8% dos adultos de 20 a 79 anos, estima-se que tenham diabetes.

Cerca de 79% vivem em paises de baixa e média renda e o nimero de pessoas com essa doenca

aumenta para 451 milhdes se a idade for ampliada para faixa de 18 a 99 anos. Se estas tendéncias

continuarem, em 2045, 693 milhdes de pessoas com essa faixa etéria, isto €, 629 milhdes de
pessoas de 20 a 79 anos, terdo diabetes (Figura 2) (BAKHTI; BOTTCHER; LICKERT, 2018;

IDF, 2017).

Figura 2 - NUmero de pessoas com diabetes em todo o mundo em 2017 e 2045 (20 a 79 anos).
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3.1.1 Tipo de Diabetes Mellitus

O DM caracteriza-se pela perda ou disfuncdo das células  pancreaticas e pode ser
classificado em DM tipo 1 (DM1) (devido a destruigdo autoimune de células B, geralmente
levando a deficiéncia total de insulina), DM tipo 2 (DM2) (devido a uma perda progressiva de
secrecdo de insulina pelas células B, frequentemente no contexto de resisténcia a insulina), DM
gestacional (DMG) (diagnosticada no segundo ou terceiro trimestre de gestacdo) e tipos
especificos de diabetes devido a outras causas, como sindromes monogénicas do diabetes
(como diabetes neonatal e diabetes de inicio da maturidade do jovem [MODYT), doencas do
pancreas exocrino (como fibrose cistica e pancreatite) e drogas ou diabetes induzida por
produtos quimicos (como uso de glicocorticoides, no tratamento de HIV/AIDS ou apds
transplante de 6rgdos) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION et al., 2018; BAKHTI;
BOTTCHER; LICKERT, 2018).

Na pratica clinica, além dos tipos de DM citados, ha ainda uma forma de diabetes
diagnosticada no adulto, geralmente acima de 30 anos, denominada diabetes autoimune latente
do adulto (LADA), caracterizada também pela deficiéncia de insulina por uma destruicdo
autoimune das células B, porém sua progressdo é mais lenta do que no DML1. Esse tipo de DM
ocorre em 2 a 12% dos pacientes diagnosticados com DM2, sendo o tipo autoimune mais
prevalente no adulto (ALVES et al., 2016). A LADA pode ser diagnosticada com base em trés
critérios: 1) idade superior a 30 anos; 2) positividade para pelo menos um dos quatro anticorpos
identificados na DM1; e 3) auséncia de necessidade de insulinoterapia nos primeiros seis meses
apos o diagndstico. Além destes critérios, observou-se um quarto que se refere a resisténcia a
insulina (FOURLANOS et al., 2005).

Um estudo recente realizado por Ahlgvist et al. (2018) sugere uma nova classificagdo
para 0 DM, subdividindo-o em cinco grupos de acordo com as caracteristicas apresentadas pelos
pacientes na progressao da doenca e risco de complicagfes diabéticas. A investigagcdo ocorreu
em pacientes com diabetes recém-diagnosticados (n = 8980) e foi baseada em seis variaveis
(anticorpos glutamato descarboxilase [anti-GAD], idade ao diagndstico, indice de massa
corporea [IMC], hemoglobina glicosilada [HbA 1], fungdo das células B e resisténcia a
insulina), e foram relacionados a dados prospectivos de registros de pacientes sobre o
desenvolvimento de complicacgdes e prescricdo de medicamentos.

Essa nova estratificacdo pode identificar subgrupos de pacientes com maior risco de
complicacdes que merecem uma abordagem intensiva desde as fases iniciais da doenca, bem

como direcionar um tratamento adequado precoce, sendo uma ferramenta para uma terapéutica
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individualizada. Entretanto, no Brasil, os parametros laboratoriais propostos pela nova
classificacdo podem néo ser acessivel a muitos pacientes, como a dosagem do anti-GAD, que
nem sempre esta disponivel, além de elevar os custos do diagnostico de forma significativa
(ZANINELLLI, 2018).

Quadro 1- Nova proposta de classificacdo do diabetes em cinco grupos.

Nome proposto Caracteristicas Tratamento
1 Diabetes autoimune — Engloba essencialmente o Insulina prescrita
grave DM tipo 1 e LADA em 42%

— Inicio em idade mais jovem
— IMC mais baixo

— Controle metabdlico ruim
— Deficiéncia de insulina

— Anti-GAD positivo

— Risco de cetoacidose ao
diagnostico de 31%

2 Diabetes insulino- — Semelhante ao grupo 1, —Insulina prescrita
deficiente grave porém Anti-GAD negativo em 29%
—HBAIc alta — Uso maior de
— Maior incidéncia de Metformina
retinopatia

— Risco de cetoacidose ao
diagnostico de 25%

3 Diabetes insulino- — Resisténcia a insulina Insulina em <4%
resistente grave — IMC elevado

— Maior incidéncia de doenca
renal do diabetes

— Maior risco de complicacdes
crbnicas numa média de 3,9

anos
4 Diabetes leve — Obesidade Insulina em <4%
relacionado a obesidade | — Idade mais jovem
— Nao insulino-resistente
5 Diabetes leve — ldade mais avangada Insulina em <4%
relacionado a idade —Alteracdes metabolicas
discretas.

Fonte: Adaptado de Ahlqvist et al. (2018).

3.1.1.2 Diabetes Mellitus tipo 2

O DM2 é caracterizado por uma desregulacdo do metabolismo de carboidratos, lipidios
e proteinas e resulta de uma secrecao insuficiente de insulina, resisténcia a insulina ou uma

combinacédo de ambas, sendo mais comum do que o DML, representando cerca de 90% de todos
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os casos (DEFRONZO et al., 2015). Essa patologia é a sexta principal causa de incapacidade,
com um impacto negativo na economia, com gastos estimados em 825 bilhdes de ddlares. Um
aumento da prevaléncia da obesidade, inatividade fisica e consumo de dietas densas em energia
s80 0s principais agentes responsaveis pela progressdo no niumero de pacientes com DM2, cujo
risco de mortalidade é 15% maior do que em individuos sem essa doenca (CHATTERJEE,
2017).

3.1.1.3 Diagnostico

Segundo a ADA (2018), no DM, as alteracdes fisiopatoldgicas estdo presentes antes que
os valores glicémicos atinjam niveis supranormais. A condi¢do na qual os valores glicémicos
estdo acima dos valores de referéncia, mas ainda abaixo dos valores diagnosticos de DM,
denomina-se pré-diabetes. A resisténcia a insulina ja esta presente e, na auséncia de medidas de
combate aos fatores de risco modificaveis, evolui, frequentemente, para a doenca clinicamente
manifestada, sendo atribuidos os termos “glicemia de jejum alterada” e “tolerancia a glicose
diminuida” a essas condigdes de risco aumentado para doencgas cardiovasculares e outras
complicagdes em longo prazo.

Na maioria dos casos de pré-diabetes, a “doenga” é assintomatica e o diagndstico deve
ser feito com base em exames laboratoriais. As categorias de tolerancia a glicose tém sido
definidas com base nos seguintes exames: 1) glicemia em jejum que deve ser coletada em
sangue periférico apds jejum caldrico de no minimo 8 horas; 2) teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG), que avalia a glicemia ap0s sobrecarga, que pode ser a Unica alteracdo detectavel no
inicio do DM, refletindo a perda de primeira fase da secre¢@o de insulina (deve ser realizado
utilizando previamente a ingestéo de 75 g de glicose dissolvida em agua, coleta-se uma amostra
de sangue em jejum para determinacgdo da glicemia; coleta-se outra aliquota, entdo, apés 2 horas
da sobrecarga oral); 3) hemoglobina glicada (HbAlc) que mostra os niveis glicémicos dos
Gltimos 3 a 4 meses, com menos variabilidade diaria e independe do estado de jejum (Quadro
2) (SBD, 2017).
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Quadro 2 - Critérios laboratoriais para diagndstico de normoglicemia, pré-diabetes e diabetes.

Glicose em Glicose 2 Glicose ao HbA1c (%)
jejum horas acaso
(mg/dL) apos
sobrecarga
com 75 g de
glicose
(mg/dL)
Normoglicemia <100 <140 — <57
Pré-diabetes ou >100e< > 140 e <200 - >57e<6,5
risco 126
aumentado
para DM
Diabetes > 126 >200 > 200 com >6,5
sintomas
inequivocos de
hiperglicemia

Fonte: Adaptado de SBD (2017).

3.1.1.4 Fisiopatologia

No periodo pos-prandial, ha um aumento nos niveis de glicose no sangue que estimula
a secrecdo de insulina, resultando em um aumento no transporte, biotransformacdo e
armazenamento nos musculos e tecido adiposo. Durante o jejum, a glicose sanguinea é
secretada pelo figado e usada pelo cérebro, sem qualquer dependéncia da insulina. Além do
armazenamento de glicose, a insulina também inibe a secre¢do de glucagon e diminui a
concentracdo de &cidos graxos séricos, levando a um declinio na produgéo de glicose no figado
(Figura 3) (KANGRALKAR; PATIL; BANDIVADEKAR, 2010).

A quantidade de insulina liberada para manter a homeostase normal da glicose é
estabelecida pela sua tolerancia nos tecidos. Esse feedback é provavelmente mediado por
mecanismos neuronais e humorais, mas 0s mediadores exatos ainda néo sdo conhecidos.
Quando a resisténcia a insulina se desenvolve em tecidos sensiveis a esse hormonio, o feedback
para as células B pancreaticas assegura que estas aumentem a producao de insulina para manter
a tolerancia normal a glicose. Quando essas células sdo incapazes de aumentar a produc¢ado de
insulina, devido a uma resisténcia dos tecidos a ela, o resultado é a ocorréncia de uma
hiperglicemia, que inicialmente se manifesta como uma intolerancia a glicose (KAHN;
COOPER; DEL PRATO, 2014).
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Figura 3 - Papel da insulina no metabolismo da glicose.
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Fonte: Adaptada de Kangralkar, Patil e Bandivadekar (2010).

A DM2 esté associada a diversos disturbios fisioldgicos como a secrecédo insuficiente
de insulina, niveis aumentados de glucagon durante o jejum, como também de acidos graxos
livres no plasma e secrec¢do elevada de glicose hepatica, que ndo normalizam ap6s uma refeicao
e captacdo de glicose muscular comprometida (DEFRONZO et al., 2015). Quando a produgéo
de insulina é insuficiente ou ha uma resisténcia a insulina nos tecidos, a absorcao de glicose é
reduzida, ocasionando hipoglicemia intracelular e hiperglicemia extracelular. A hipoglicemia
intracelular causa a gliconeogénese que provoca lipélise (causando cetoacidose diabética) e
diminui a sintese proteica e gamaglobulinas (causando caquexia, polifagia e comprometimento
da cicatrizacdo), enquanto a hiperglicemia extracelular causa coma hiperglicémico e diurese
osmotica (OZOUGWU et al., 2013).

A secrecdo diminuida da insulina ocorre devido a apoptose das células p ocasionada,
dentre outros fatores, pelo estresse oxidativo induzido pelo excesso de glicose (SKYLER et al.,
2017). As células B sdo uma populacdo celular heterogénea composta de subpopulagdes que
ndo apenas diferem em sua morfologia, mas também em sua atividade proliferativa,
responsividade a glicose, secrecdo de insulina, estado de maturacdo ou em susceptibilidade ao

ataque imune e ao estresse metabdlico, sendo sensiveis a estados pré-inflamatérios e
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glicolipotoxicos, com consequente disfungdo das células do nucleo o que contribui para a
patogénese do DM2 (AVRAHAMI et al.,, 2017; LIU; HEBROK, 2017; NASTESKA,
HODSON, 2018; ROSCIONI et al., 2016).

Apesar dos avancos na compreensdo da importancia da resisténcia a insulina e da
disfungao das células B a patogénese do DM2 e dos estados de alto risco, o processo da doenca
é claramente heterogéneo e inclui outros fatores patogénicos. Os genes e 0 ambiente juntos sdo
importantes determinantes da resisténcia a insulina e da disfun¢ao das células . Estudos tém
confirmado a influéncia da genética na ocorréncia do DM2, nos quais foram identificados mais
de 80 locus associados a essa patologia em todo o genoma humano (GWAS) (FUCHSBERGER
et al.,, 2016; MOHLKE; BOEHNKE, 2015). Entretanto, os mecanismos bioldgicos e
moleculares responsaveis por esta patologia ainda séo obscuros. Morris et al. (2012) verificaram
que os introns 1-3 do gene ADCY5 estavam relacionados com o DM2, assim como os alelos
rs11717195-T e rs11708067-A de individuos de ascendéncia europeia.

A interacdo de genes que afetam a adiposidade corporal com fatores ambientais resulta
no desenvolvimento de obesidade e resisténcia insulinica associada. No entanto, somente
quando os genes para a fungdo de células  anormais estdo presentes, juntamente com aqueles
para a adiposidade corporal, a interacdo com o ambiente resulta no desenvolvimento de DM2.
As mudangas no pool genético ndo podem explicar o rpido aumento na prevaléncia desta
patologia nas ultimas décadas, por isso as mudancas ambientais sdo essenciais para 0
entendimento da epidemia (KAHN; COOPER; DEL PRATO, 2014).

Referindo-se aos fatores ambientais, além do aumento na ingestdo cal6rica e diminuicao
do gasto de energia, destaca-se também a composicao nutricional, especificamente 0 aumento
da quantidade de gordura na dieta (principalmente gordura saturada), cujas consequéncias sao
obesidade, resisténcia a insulina, disfungdo das células B e intolerancia a glicose (HU; VAN
DAM; LIU, 2001). Além disso, o processo de envelhecimento também reduz a capacidade de
resposta das células 8 a glicose, diminuindo sua tolerancia. Outra evidéncia importante é que a
susceptibilidade ao diabetes pode ser adquirida ainda no inicio da vida, provavelmente devido
a programacdo fetal ou neonatal através de fenémenos epigenéticos, sendo a salide materna e a
da primeira infancia, aspectos essenciais a serem abordados nas estratégias efetivas de
prevencdo (GUENARD et al., 2013; NOLAN; DAMM; PRENTKI, 2011).

Diamant, Blaak e De Vos (2011) verificaram que a microbiota intestinal também parece
ser importante para a fisiopatologia do diabetes tipo 2 e que a mesma possui cerca de 100 vezes
mais informacdo genética do que 0 genoma humano, correspondendo a um metagenoma

humano. Essas coldnias intestinais desempenham um papel importante em varias condicdes e
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distdrbios metabdlicos como a obesidade e 0 DM2, embora ainda haja uma lacuna sobre todas
as espécies bacterianas que interferem no metabolismo humano (KOOTTE et al., 2012). Qin et
al (2012) e Karlsson et al. (2013) confirmaram que as alteragcdes funcionais na microbiota
intestinal estdo diretamente ligadas ao desenvolvimento do DM2, embora os marcadores
metagendmicos possam diferir entre as populagdes, consequentemente com variagdes na sua
capacidade de predizer o desenvolvimento de diabetes. Um estudo realizado em pacientes com
sindrome metabdlica mostrou que houve uma melhora na sensibilidade a insulina apés seis
semanas da infusdo da microbiota intestinal de doadores magros (Figura 4) (VRIEZE et al.,
2012).

Figura 4 - Papel dos genes e do ambiente no desenvolvimento da obesidade e diabetes mellitus
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Fonte: Adaptada de Kahn, Cooper e Del Prato (2014).

S
3.1.1.5 Complicagdes

Varios fatores genéticos e ambientais podem estar relacionados com a perda progressiva
das células B e/ou da sua fungdo, tendo como consequéncia, a hiperglicemia, sendo esta a
principal responsavel pelas complicacdes micro e macrovasculares que ocorrem no DM (Figura
5) (SKYLER et al., 2017). O diabetes também tem sido responsabilizado por outros agravos,
de forma direta ou indiretamente, no sistema musculoesquelético, no sistema digestério, na
fungéo cognitiva e na satde mental, aléem de ser associado a diversos tipos de cancer (GREGG;
SATTAR; ALlI, 2016).
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Figura 5 - Complicagdes mais comuns no Diabetes Mellitus.
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Fonte: Autoria propria (2018).

A doenca cardiovascular é a principal complicacdo macrovascular do DM2 e aumenta o risco
de morte de trés a quatro vezes em comparacdo com pessoas que nao tém doenca cardiovascular
(STAMLER, et al., 1993). O DM2 também ¢é fator de risco para acidente vascular cerebral (AVC)
isquémico, insuficiéncia cardiaca (IC), doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) e doenca
microvascular, afetando significativamente a expectativa e a qualidade de vida (SBD, 2017).

As complicacBes microvasculares mais presentes em DM2 sdo nefropatia, retinopatia e
neuropatia. A doenca renal € uma das complicagdes mais comuns encontrada nesses pacientes, com
progressao mais rapida na infancia. A prevaléncia de microalbumindria é de 13 a 27% ao diagnostico
e chega a 16 a 38,6% apds cinco anos, com progressao associada a piora da hemoglobina glicada
(HbAlc) (BJORNSTAD et al., 2016; DART et al., 2014; TODAY STUDY GROUP, 2013;
TRYGGESTAD; WILLI, 2015).

Com relacéo a retinopatia, um estudo sobre opg¢des de tratamento para DM2 em adolescentes
e jovens (TODAY) mostrou uma prevaléncia de 13,7% dessa complica¢éo apds cinco anos. Outra
pesquisa para diabetes na juventude, nos Estados Unidos (SEARCH), teve uma ocorréncia de 42%
apods sete anos de DM2. Dados sobre neuropatia, por sua vez, sdo extremamente raros em casos de
DM2 em adolescentes, mas um estudo canadense reportou prevaléncia da doenca de 7,6% ap0s seis a
sete anos (DART et al., 2014; MAYER-DAVIS et al., 2012; TODAY STUDY GROUP, 2013).



39

O DM2 é especialmente desafiador em pacientes com menos de 25 anos, cujos fen6tipos
complexos podem exigir muitas décadas de tratamento intensivo para minimizar o desenvolvimento e
a progressdo das complicacBes microvasculares e macrovasculares. No caso de pacientes idosos
diabéticos (com 65 anos de idade ou mais), além dessas complicag@es, h& concomitantemente outras
comorbidades, comprometimento cognitivo e risco maior de hipoglicemia. Outras complicagdes
também causadas pela hiperglicemia sao disfuncdo endotelial, formacéo de produtos finais de glicacdo
avancada, hipercoagulabilidade, aumento da reatividade plaquetaria e expressdo aumentada do co-
transportador renal de sodio-glicose 2 (SGLT2) (CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017).

A cetoacidose diabética é outra complicacdo metabdlica grave associada ao diabetes, que inclui
a triade de hiperglicemia, acidose metabdlica e aumento da concentracdo de corpos cetbnicos no
organismo. Outro problema relacionado ao DM séo as amputacBes de membros inferiores, cujo risco
é influenciado pelo controle de diversos fatores como controle glicémico, controle pressorico,
tabagismo e depende da habilidade dos sistemas de salde em rastrear o risco, estratifica-lo e tratar os
pacientes com pés de alto risco e as Ulceras (PATEL, et al., 2012; SBD, 2017).

3.1.1.6 Modelos de inducéo do diabetes

O diabetes mellitus é induzido quimicamente, cirurgicamente ou por manipulacées
genéticas. E, embora existam alguns relatos que demonstraram usar animais maiores para
induzir diabetes, € muito comum o0 uso de roedores para esse tipo de experimento
(FERNANDEZ-MILLAN et al. 2009; MATSUI-INOHARA et al., 2009; MATSUMOTO et
al., 2009). A inducdo quimica do DM em animais é realizada com a estreptozotocina (STZ) e a
aloxana (ALX) que podem ser administradas por via intravenosa (1V), intraperitoneal (IP) ou
subcutanea (SC). Ambos sdo agentes citotoxicos seletivos e, consequentemente, destroem
seletivamente as células B pancreaticas. A STZ e ALX sdo transportadas para células B
pancredticas pelo transportador de glicose GLUT2, pois sdo analogas da glicose. A STZ se
divide em glicose e metilnitrosourea, que possui propriedades alquilantes do DNA, levando a
destruicdo das células B, causando uma supressao da secrecao de insulina. Por outro lado, o
ALX gera espécies reativas de oxigénio (EROs) na presenca de glutationa intracelular. Os ROS
causam reacdo redox ciclica até que os radicais hidroxila sejam produzidos, o que
eventualmente leva a destruicdo das células B (ISLAM; DU LOOTS, 2009; LENZEN, 2008).

A remocdo cirurgica do pancreas é outra forma de inducdo do DM, em diversos modelos
animais como ratos, cdes e porcos, sendo uma alternativa com menos efeitos colaterais toxicos
com relacéo ao diabetes quimicamente induzido (VEDTOFTE et al., 2010; WANG et al., 2009).
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Entretanto, essa técnica possui varias desvantagens e limitagdes como a complexidade para a
execucdo da mesma, que exige grande expertise para realizar a cirurgia, alto custo para a
instalacdo da sala de cirurgia, grande quantidade de analgésicos e antibidticos, suplemento de
enzimas pancreaticas pos-cirurgia e risco de infec¢do no animal (BONNER-WEIR; TRENT,;
WEIR, 1983; MULLER, 2014; SEO et al., 2009; VOGEL, 2008).

Além desses modelos supracitados hd aqueles nos quais o diabetes é desenvolvido
espontaneamente ou por alteragdo genética. Por exemplo, camundongos db/db desenvolvem
hiperglicemia rapidamente, entretanto, o rato Goto-Kakizaki, que é um modelo diabético tipo
2 geneticamente magro, desenvolve hiperglicemia espontaneamente em comparacdo com ratos
Wistar ndo diabéticos intolerantes a glicose. Os ratos BioBreeding (BB) podem desenvolver
diabetes em 12 semanas, enquanto os camundongos diabéticos ndo-obesos (NOD) geralmente
leva de 12 a 30 semanas para desenvolver hiperglicemia (PRAVENEC, 2010; RENNER et al.,
2010; VOGEL, 2008).

Outra forma de induzir o diabetes é por meio de virus, baseado no fato de que o diabetes
juvenil (Tipo 1) tem uma ligacdo com a infeccé@o por estes micro-organismos, bem como uma
condicdo autoimune em células B especificas. O virus da encefalomiocardite, que € um
cardiovirus da familia Picornaviridae, destroi as células B pancreéticas. Essa hipotese foi
confirmada em um estudo no qual os animais susceptiveis ao virus se tornaram diabéticos e
foram tratados com um potente imunossupressor denominado ciclosporina (GIRON et al.,
1983; KATSAROU et al., 2017; YOON et al., 1980).

Os modelos in vitro podem ser recomendados para pesquisas especificas de mecanismos
de acdo, como também naquelas em estdgios primarios. No entanto, os modelos in vivo s&o
recomendados para estudos cujos objetivos tratam de desenvolvimentos de farmacos, bem

como para avaliacdo de perfis toxicolégicos (HASAN et al., 2018).

3.1.1.7 Tratamento medicamentoso para o diabetes mellitus tipo 2

A maioria das drogas para tratar DM2, como insulina, metformina e sulfonilureias,
tem como objetivo principal reduzir os niveis de glicose no sangue, mas até 0 momento, ndo
conseguiram alterar o curso progressivo do DM2 ou reduzir adequadamente o risco de
complicacdes tardias associadas ao diabetes mellitus (SRINIVASAN; FLOREZ, 2015). A
metformina continua sendo a terapia de primeira escolha para pacientes com DM2, com

excecdo daqueles com insuficiéncia renal. A metformina reduz o débito hepatico de glicose,


https://www-nature.ez17.periodicos.capes.gov.br/articles/nrendo.2016.50#df1
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aumenta a sensibilidade do tecido periférico e estimula a secrecdo de GLP-1, porém causa
distdrbios gastrointestinais (COBBLE; PETERS, 2009; DEFRONZO et al., 2016).

As sulfonilureias, como gliclazida e glimepirida, atuam nas células § para estimular a
secrecdo de insulina, porém estdo associadas a hipoglicemia e ao ganho de peso, além de
doengas cardiovasculares (ABDELMONEIM et al., 2015; MONAMI et al., 2014).
As meglitinidas (repaglinida, nateglinida) tém um mecanismo de acdo semelhante as
sulfonilureias, mas sdo menos eficazes (FUHLENDORFF et al., 1998; MIWA et al., 2004).

As tiazolidinedionas, também conhecidas como agonistas do PPARY, (rosiglitazona,
pioglitazona) melhoram a sensibilidade a insulina em 6rgdos-alvo, entretanto o uso dessas
drogas tem sido controverso, devido a toxicidade hepatica (KOHLROSER et al., 2000). A
rosiglitazona tem sido usada com pouca frequéncia devido a efeitos cardiovasculares adversos
MAHAFFEY et al., 2013). As terapias com incretinas incluem agonistas do receptor de GLP-
1 injetaveis por via subcutanea e inibidores orais de DPP-1V, cujos efeitos referem-se a secrecéo
aumentada de insulina e reduz a de glucagon, producdo diminuida de glicose hepatica,
esvaziamento gastrico retardado e aumento da saciedade (NAUCK; MEIER, 2016). Os
principais efeitos colaterais sdo nauseas e vomitos, sendo contraindicados em pacientes com
historia de pancreatite cronica ou cancer de pancreas (BUTLER et al., 2013).

Os inibidores de SGLT-2 (dapagliflozina, canagliflozina, empagliflozina) sdo os mais
recentes agentes redutores de glicose disponiveis. Esses farmacos aumentam a excrecdo
urinaria de glicose ao inibir o SGLT-2 no tdbulo proximal renal (WILDING, 2014). O principal
efeito colateral é a infec¢do do trato urinario ou genital, ambas mais comuns em mulheres
(TAHRANI; BARNETT; BAILEY, 2013). A terapia com insulina é o tratamento mais eficaz
para o controle glicémico. No entanto, essa terapia esta associada ao aumento do risco de
hipoglicemia, especialmente em pessoas idosas, e um ganho de peso médio de quatro quilos
(BARNETT, 2013). A baixa adeséo a terapia com insulina esta associada a fatores como risco
e medo de desenvolver hipoglicemia ou ganho de peso, dificuldades préaticas de auto aplicacdo
da injecéo e restricdes de estilo de vida (DAVIES et al., 2013)

3.1.1.8 Plantas medicinais como alternativa terapéutica no tratamento do diabetes mellitus

A fitoterapia esta envolvida na prevengdo e/ou tratamento de inumeras patologias,
incluindo o DM, sendo uma alternativa frente ao alto custo dos farmacos sintéticos. Varias
plantas tém sido alvo de estudos cientificos afim de comprovar os seus efeitos terapéuticos na

DM, sendo que varias apresentam potenciais propriedades hipoglicemiantes, devido aos seus
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constituintes quimicos e que podem ser usados como modelos para novos farmacos
antidiabéticos (BENT; KO, 2004; MARQUES et al., 2013; PATEL, et al., 2012; ZHANG, et
al., 2012).

Rao et al. (2010) afirmaram que esses constituintes quimicos sdo compostos bioativos
pertencentes as classes de polissacarideos, terpenoides, flavonoides, esteroides e alcaloides e
que atuam reduzindo a glicemia, como também impedindo a absorcdo da glicose no trato
gastrointestinal, reduzindo assim a hiperglicemia pos-prandial. Referindo-se as plantas com
efeitos benéficos no DM, destacam-se 81 espécies utilizadas no Brasil, membros de 42 familias
botanicas, com destaque para as familias Asteraceae, Myrtaceae, Fabaceae, Lamiaceae,
Liliaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae, Moraceae, Rosaceae, Euphorbiaceae e Araliaceae. As
espécies mais citadas para uso com diabetes no estudo realizado no Rio Grande do Sul foram
Syzygium cumini (Myrtaceae), Bauhinia forficata (Fabaceae), Sphagneticola trilobata
(Asteraceae), Baccharis trimera (Asteraceae), Bidens pilosa (Asteraceae), Cynara scolymus
(Asteraceae) e Leandra australis (Melastomataceae) (PATEL, et al., 2012; TROJAN-
RODRIGUES et al., 2012).

Como citado acima, um numero consideravel de espécies de plantas é tradicionalmente
utilizado para o tratamento do DM pela populacdo, sendo necessarios cada vez mais estudos
fitoquimicos e pré-clinicos com tais espécies. Devido ao grande nimero de citacfes, a Bauhinia
forficata merece atencdo especial dos pesquisadores por ser um dos alvos promissores para o
desenvolvimento de drogas antidiabéticas (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012).

3.2 Bauhinia forficata Link subsp. forficata

3.2.1 Aspectos botéanicos da Bauhinia forficata Link

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal citam-se as plantas do género
Bauhinia, o qual foi assim denominado por Carolus Linnaeus, em 1753, em homenagem ao
botanico franco-suico Gaspar Bauhin. Compreende mais de 300 espécies amplamente
distribuidas nas florestas tropicais e subtropicais, sendo que 64 destas podem ser encontradas
no Brasil. Tais espécies pertencem a subfamilia Caesapinoideae e a familia Fabaceae e séo
comumente conhecidas como “pata de vaca” ou “unha de vaca” devido ao formato de suas
folhas que sdo compostas de dois foliolos unidos na base (Figura 6) (VAZ; TOZZI, 2005).

As plantas desse género possuem porte arboreo, arbustivo ou escandente (trepadeiras),

folhas do tipo coriaceas (duras e rigidas como um couro), bifolioladas, isto é, apresentam dois
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foliolos, frequentemente unidos e entdo denominada folha bifoliolada geminada e flores com
um plano de simetria (zigomorfas) de coloracédo variada e fruto do tipo legume (FLORES;
LORENZI; SOUZA, 2013).

As folhas da leguminosa Bauhinia forficata se assemelha muito com outras folhas de
outras espéecies do género Bauhinia, contudo sua principal caracteristica morfoldgica é a
presenca de espinhos e flores exclusivamente brancas (Figura 6) (OLIVEIRA; SAITO, 1989).
Apresenta dois espinhos no ramo onde fica aderido o peciolo de cada folha, formando uma
espécie de forca, dando origem ao nome.

A espécie subdivide-se em duas subespécies: Bauhinia forficata Link subsp. forficata e
Bauhinia forficata subsp. pruinosa (Vogel) Fortunato & Wunderlin, que apresentam algumas
pequenas diferencas morfoldgicas nas flores e nas folhas e em sua composi¢do quimica. Essas
subespécies, porém, tém areas distintas de ocorréncia: B. forficata subsp. forficata ndo ocorre
no territorio gaducho, enquanto B. forficata subsp. pruinosa concentra-se apenas nos estados da
Regi&o Sul e S&o Paulo (DOMINGOS; JUNIOR, 2016)

Vérias espécies de Bauhinia sdo usadas pela populacdo como hipoglicemiante, mas
somente a espécie Bauhinia forficata subespécie forficata tem esse efeito comprovado. As
folhas também sdo consideradas diuréticas e hipocolesteremiantes, sendo utilizadas ainda
contra cistites, parasitoses intestinais e elefantiase (NOGUEIRA; SABINO, 2012)

Figura 6 — Folhas (A) e flores (B) da Bauhinia forficata Link subsp. forficata.

Fonte: Autoria prépria (2017).
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3.2.2 Aspectos fitoquimicos da Bauhinia forficata Link

3.2.2.1 Compostos fenolicos

Os polifendis sdo metabolitos secundarios das plantas que atuam na defesa contra a
radiacdo ultravioleta, oxidantes ou agressdes de agentes patogénicos (BECKMAN, 2000). Mais
de oito mil compostos fenolicos foram identificados em varias espécies de plantas, sendo que
todos possuem um intermediario comum, a fenilalanina, ou um fim precursor, acido
chiquimico. Ocorrem, principalmente, em formas conjugadas, com um ou mais residuos de
acucares ligados a grupos hidroxilas, embora ligacdes diretas de agucares (polissacarideo ou
monossacarido) com um carbono aromatico também podem ser encontradas, além de
associacdo com outros compostos, como acidos carboxilicos e organicos, aminas, lipidios e
ligacdo com outros fendis (KONDRATYUK; PEZZUTO, 2004).

Esses fitoquimicos constituem um grande grupo de biocompostos de materiais vegetais
que sdo classificados em varias categorias com base no nimero de anéis fenois e elementos
estruturais que ligam esses anéis um ao outro, que incluem acidos fendlicos e flavonoides
(CARLONI et al., 2013; KOMES et al., 2010; PRICE; BACON; RHODES, 1997; SASIKALA
et al., 2018). Os polifendis podem ser encontrados, principalmente, nas folhas, nas frutas e em
bebidas como suco de frutas, vinho, ch, café, chocolate, cerveja e, em menor quantidade, nos
legumes e cereais. Os acidos fenolicos representam cerca de um terco da ingestdo total e 0s
flavonoides representam os dois tergos restantes. Os flavonoides mais abundantes na dieta séo
flavanois (catequinas e proantocianidinas), antocianinas e seus produtos de oxidacao (Figura 7)
(HAN; SHEN; LOU, 2007).

Diversos estudos mostraram que o perfil fitoquimico da B. forficata € constituido
principalmente por polifenois, mais especificamente de flavonoides, que s&o os principais
responsaveis pelo efeito antioxidante e outras propriedades farmacoldgicas dessa espécie
vegetal (ADEROGBA et al., 2006, 2007; AHMED et al., 2012; DE SOUSA et al., 2004;
MENEZES et al., 2007;).

3.2.1.1 Flavonoides
Os flavonoides atuam como agentes de defesa para proteger as plantas do ataque de

fontes bidticas e abiodticas (KAMALEDDIN, 2016; KUMAR; PANDEY, 2013). De acordo com

as substituicdes no anel heterociclico, esses bioativos séo classificados em flavonas, flavonois,
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flavanadis, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides (Figura 7). Os derivados de flavonoides
sd0 comuns na natureza, e os tipos de derivacdo sdo diversos, incluindo glicosidacéo,
prenilacdo, acetilacdo, metilacdo e polimerizacdo. Essas diferencas nas caracteristicas
estruturais levam a alteragGes na bioatividade, no desempenho e no metabolismo in vivo desses
compostos. Por exemplo, a glicosidacdo pode melhorar a hidrofilicidade e facilitar a absorcéo
de flavonoides in vivo (YANG, et al., 2015; WEN, et al., 2017).

Esses compostos sdo os polifendis mais abundantes nas dietas humanas e possuem
diversos beneficios a saude, sendo utilizados como nutracéuticos para fins medicinais, e, alguns
com aplicacdo em suplementos dietéticos e fitoterdpicos. Por isso, cada vez mais pesquisas
nessa area tém sido desenvolvidas para se obter flavonoides naturais com novas estruturas e

melhor atividade farmacoldgica (WEN et al., 2015).



46

Figura 7 - Fluxograma das classes de compostos fenolicos com propriedades antioxidantes.

Fonte: Adaptada de Liu (2004) e Boroski et al. (2015).
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Salatino et al. (1999) isolaram flavonoides das folhas de nove espécies de Bauhinia e
constataram que todos os compostos correspondem a glicosideos derivados de kaempferol,
quercetina, isorannetina e miricetina, mas as posi¢oes relativas dos acucares ndo puderam ser
determinadas. Posteriormente, Pizzolatti et al. (2003) realizaram um estudo fitoquimico com
extratos hidroalcodlicos das folhas e flores de B. forficata, no qual isolaram e identificaram o
kaempferol e mais quatro flavonoides glicosilados.

Ferreres et al. (2012), em um estudo realizado como extrato hidroalcodlico das folhas
de B. forficata Link identificaram, por meio da técnica de HPLC DAD ESI/MS, 13 flavonoides
derivados de kaempferol-3-O e quercetina-3-O: quercetina-3-O-(2-ramnosil) rutinosideo-7-O-
triamosideo; kaempferol-3-O- (2-ramnosil) glicosideo7-O-triamosideo; kaempferol-3-O-(2-
ramnosil) rutinosideo-7-O-triamosideo; quercetina-3-O-rutinosideo-7-O-triamosideo;
kaempferol-3-(2/3/4diramnosil) glicosideo; kaempferol 3-O-(2-ramnosil)
rutinosideo+miricetina-3-O-arabinopiranosideo; kaempferol-3-O-rutinosideo-7-O-ramnoside;
quercetina-3, 7-di-O-trianosideo+quercetina-3-O-rutinosideo;  kaempferol-3-robinosideo;
kaempferol-3,7-di-O-ramnosideo; kaempferol-3-O-rutinosideo e kaempferol-3-O-ramnosideo.

Farag et al. (2015) estudaram o perfil fitoquimico e as propriedades bioldgicas de oito
espécies de Bauhinia. Referindo-se a B. forficata, identificaram por meio do UHPLC-MS os
flavonoides quercetina-3-O-ramnosil rutinosideo, kaempferol-3-O-ramnosil rutinosideo e
isoramnetina-3-O-ramnosil-rutinosideo, sendo estes exclusivos desta espécie vegetal. A
kaempferitrina (kaempferol-3,7-O-a-diramnosideo), a qual ja foi relatada como um dos
principais glicosideos de flavonois isolado exclusivamente de folhas de B. forficata (DE
SOUSA et al., 2004; FERRERES et al., 2012; PIZZOLATTI et al., 2003), ndo foi detectado
nesse estudo, apenas seu isbmero estrutural, o kaempferol-3-O- di ramnosideo. Além desses
compostos, identificou-se também o acido 2-benziltartarico e rutina.

Salgueiro et al. (2016) avaliaram os efeitos do cha das folhas de Bauhinia forficata Link
subsp. pruinosa (Vogel) Fortunato & Wunderlin sobre o estresse oxidativo e danos no figado
em ratos diabéticos e constataram que a infusdo dessa planta é antioxidante, devido a presenca
da quercetina-3-O-(2-ramnosil) rutinosideo, kaempferol-3-O-(2-ramnosil) rutinosideo,
quercetina-3-O-rutinosideo e kaempferol-3-O-rutinosideo, confirmando mais uma vez que o
kaempferol-3,7-O-a-diramnosideo (kaempferitrina) é exclusivo da B. forficata Link subsp.
forficata, e que contribui para explicar a atividade hipoglicemiante agregada a esta espécie (DE
SOUSA et al., 2004; ENGEL et al., 2008; FERRERES et al., 2012; PIZZOLATTI et al., 2003).
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3.2.3 Biodisponibilidade de compostos fendlicos presentes nas folhas de Bauhinia forficata
Link

A biodisponibilidade é um dos principais aspectos que condicionam os efeitos benéficos
dos polifendis, sendo definida como a quantidade do nutriente que é digerido, absorvido e
metabolizado pelas vias normais. A bioacessibilidade também deve ser considerada em estudos
relacionados a biodisponibilidade desses bioativos e é definida como a quantidade ou fracao
que é liberada da matriz alimentar no trato gastrointestinal e torna-se disponivel para absorcéo,
assegurando a eficacia nutricional dos produtos alimentares (HEANEY, 2001; SAURA-
CALIXTO; SERRANO; GONI, 2007).

A biodisponibilidade destes compostos bioativos depende da preparacdo de alimentos,
das interacGes entre os fendlicos de diferentes fontes, da digestdo gastrointestinal, absorcao e
metabolismo (PORRINI; RISO, 2008; SCALBERT; WILLIAMSON, 2000; SCHOLZ, 2007).
A maioria dos polifendis estdo presentes nos alimentos na forma de ésteres, glicosideos ou
polimeros que ndo podem ser absorvidos na forma nativa (D’ARCHIVIO et al., 2010).

As agliconas podem ser absorvidas pelo intestino delgado, porém, antes da absorcéo,
estes compostos devem ser hidrolisados por enzimas intestinais ou pela microbiota
coldnica. Apds a absorcao pelas células intestinas, os polifenois sdo modificados no figado,
sofrem um processo de conjugacao que pode ser metilacdo, sulfatacdo e glicuronidacdo, como
consequéncia, as formas que atingem o sangue e os tecidos sdo diferentes daquelas presentes
nos alimentos (DAY; WILLIAMSON, 2001).

A quantidade de polifendis nos tecidos é o mais importante, pois sdo esses que serao
biologicamente ativos para exercer os efeitos benéficos no organismo. Varios estudos
mostraram que os polifendis como procianidinas, quercetina e flavandis sdo rapidamente
absorvidos, com concentracfes plasmaticas a cada 2 ou 3 horas apds ingestdo. A excrecao de
polifendis e de seus derivados ocorrem através da urina e da bile. Observou-se que 0s
metabdlitos mais conjugados sdo eliminados junto com a bile, enquanto 0os menos conjugados,
sdo preferencialmente excretados na urina (Figura 8). Assim, os efeitos benéficos dos polifendis
para a saude dependem tanto da ingestdo, quanto da biodisponibilidade (BAHADORAN;
MIRMIRAN; AZIZI, 2013; D’ARCHIVIO et al., 2010; MANACH et al., 2004; PANDEY;
RI1ZVI, 2009).


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814613015203#b0095
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814613015203#b0120

Figura 8 - Biotransformacé&o dos polifenois.

Fonte: Adaptada de D’Archivio et al. (2010); Wang; Li; Bi (2018).
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3.2.3.1 Biodisponibilidade de flavonoides

A estrutura quimica é um dos principais fatores que influenciam a biodisponibilidade
de flavonoides. A mucosa intestinal e o figado s&o os principais locais de biotransformacao.
Apo6s a administracdo oral, a maioria dos flavonoides esta na forma de glicosideos. O primeiro
passo para entrar na circulacao sistémica pode ser a desglicosilacdo através da absorcao ativa
pelo transportador de glicose dependente de sodio (SGLT1), seguida pela hidrolise luminal pela
lactase florizina hidrolase (LPH) com subsequente absorcdo passiva de agliconas liberadas
(DAS et al., 2014).

O padrdo de desglicosilacdo depende da natureza da aglicona e do agUcar conjugado ao
flavonoide. As agliconas sdo mais biodisponiveis do que os glicosideos por interagir melhor
com a membrana e 0s O-glicosideos e C-glicosideos sao mais resistentes a hidrolise (BUQUI
etal., 2015). Apos a desglicosilagdo, o metabolismo da fase 2 geralmente ocorre continuamente
nas células epiteliais do intestino delgado. Em seguida, ocorre excrecao biliar ou ciclo entero-
hepatico no célon. As agliconas sao assim liberadas e absorvidas no intestino grosso ou sofrem
nova degradagdo. Uma das enzimas metabdlicas favoraveis da fase 2, a catecol-O-
metiltransferase catalisa os flavonoides com a porgéo catecol no anel B (WANG; LI; Bl, 2018).

Geralmente, os flavonoides metilados existem predominantemente na forma de
metabdlitos metil-3’ ao invés de 4’-metil e tanto a absor¢do como a excre¢do desses flavonoides
sdo relativamente lentas, melhorando a biodisponibilidade, devido aos efeitos protetores
retardados do metabolismo hepético, aumentando a permeabilidade através da membrana
(SURICHAN et al., 2012; WEI; HWANG; TSAI, 2014). Referindo-se aos flavonoides com
grupos hidroxila, estes sdo mais vulneraveis a conjugacdo. Em um estudo farmacocinético com
a quercetina, kaempferol e isorhamnetina, confirmou que esse ultimo, por ser um flavonoide
metilado teve o processo de absor¢cdo mais lento que os dois bioativos com grupo hidroxila
(CHEN et al., 2010).

3.2.4 Bauhinia forficata Link no tratamento do diabetes mellitus

Um estudo feito por Borges, Bautista e Guilera (2008) verificou que de um pequeno
grupo formado por cerca de 11 taxons amplamente reconhecidos pelas suas propriedades
terapéuticas hipoglicemiantes, a Bauhinia forficata Link foi a planta mais citada (Figura 9).
Trojan-Rodrigues et al. (2012), em estudo etnobotanico, também constataram que B. forficata

(pata - de - vaca) destacou-se dentre as plantas mencionadas popularmente para tratar diabetes
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mellitus no Estado do Rio Grande do Sul, além de ser uma das plantas medicinais mais
comercializadas no Brasil (FRANCO et al., 2011). Tais pesquisas garantem respaldo para a
realizacdo de mais estudos com essa espécie vegetal que possam subsidiar a sua aplicagdo no
desenvolvimento de novos farmacos, além de garantir a seguranca e a eficécia do seu consumo

devido as suas propriedades antidiabéticas.

Figura 9 - Numeros de citacGes das espécies na bibliografia consultada
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Fonte: Adaptada de Borges, Bautista e Guilera (2008).

Os primeiros estudos sobre a atividade hipoglicemiante com as folhas de B. forficata foi
realizado por Juliani em 1929 e 1931 e demonstrou efeito positivo em pacientes diabéticos,
despertando grande interesse dos pesquisadores com a finalidade de comprovar suas
propriedades farmacoldgicas, como uma nova opgao terapéutica para tratamento de diabetes
(LIMA, 2009; MARQUES et al., 2013).

Silva et al. (2002) estudaram a fra¢do n-butanol do extrato hidroalcodlico das folhas de
B. forficata, verificando a acdo hipoglicemiante em ratos normais e diabéticos induzidos por
aloxana. Como este efeito foi encontrado também nos ratos normais, foi inferido que um dos
possiveis mecanismos de agdo € pelo atraso do catabolismo da insulina ou da inibicdo da
reabsorcdo da glicose pelos rins. De Sousa et al. (2004) também evidenciaram acao
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hipoglicemiante em ratos normais e diabéticos, tratado com um composto flavonoide isolado
das folhas da B. forficata, a kaempferitrina.

Outro estudo, em ratos, com o mesmo método de inducdo de diabetes, avaliou a
atividade antidiabética de extratos aquoso, etandlico e hexanico administrados diariamente
durante sete dias, em doses de 200 e 400 mg/kg, via oral. Pode-se verificar reducdo da glicose,
triglicerideos, colesterol total e HDL, sugerindo a validade da utilizacéo clinica de B. forficata
no tratamento do DM2 (LINO et al, 2004).

Moraes et al (2010) constataram reduc&o significativa da glicemia de jejum no grupo de
pacientes diabéticos que receberam infusdo das folhas de B. forficata durante 75 dias, quando
comparada ao grupo de diabéticos que nao fizeram uso do cha (MORAES et al., 2010). Diversos
estudos também confirmaram essa atividade, nos quais testaram extrato aquoso e hidroalcodlico
das folhas de B. forficata em modelos animais normoglicémicos e diabéticos induzidos,
obtendo-se resultados satisfatorios com relagdo a reducdo da glicemia (DA CUNHA et al.,
2010; MENEZES et al., 2007; PEPATO et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2004).

Os flavonoides séo os principais responsaveis pela acao hipoglicemiante das folhas das
B. forficata por serem seus constituintes majoritarios. No entanto, ainda ha uma lacuna e
controvérsias com relagdo ao mecanismo de acdo pelo qual estes compostos agem (DA
CUNHA et al. 2010; LINO et al. 2004). Embora a maioria dos estudos comprove agéo redutora
da glicemia do extrato de B. forficata, alguns trabalhos apresentam resultados discordantes, o
que pode ser explicado por diversos fatores como: o protocolo experimental utilizado, a
metodologia de obtencéo dos extratos, condigdes ambientais, sazonais e de colheita da planta,
além do cultivo e armazenamento da mesma, que podem influenciar qualitativamente e
guantitativamente na presenca dos compostos bioativos que atuam na acdo farmacoldgica
(MARQUES et al., 2012; PEPATO et al., 2010; SILVA et al. 2002).

Em um estudo recente sobre a utilizacdo as folhas da B. forficata no tratamento do DM,
De Souza et al. (2018), analisaram-se patentes sobre diferentes produtos desenvolvidos a base
dessa planta e constataram que os produtos fitoterapicos desenvolvidos possuem diversas
vantagens, quando comparados aos farmacos hipoglicemiantes sintéticos, pois controlam a
glicemia sem causar efeitos adversos, além de apresentarem outras propriedades funcionais
bioldgicas, como atividade antioxidante, hipotensoras, hipocolesterolémicas, anticoagulantes e

anti-inflamatdrias, melhorando a qualidade de vida dos pacientes acometidos por esta patologia.
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3.2.4.1 Kaempferol

Jorge et al. (2004) isolaram o kaempferol das folhas de B. forficata para administra-lo
em ratos e constataram que este bioativo reduziu o nivel de glicose sérica e aumentou a captacdo
de glicose pelos tecidos de forma semelhante a insulina. Zhang e Liu (2011) realizaram um
estudo in vitro e verificaram que o tratamento com kaempferol promoveu viabilidade, inibiu a
apoptose celular e reduziu a atividade da caspase-3 em células B pancreaticas em condigdo
hiperglicémica, cujos efeitos protetores estdo associados a melhor sinalizacdo de AMPc, a
expressdo de proteinas Akt e Bcl-2 anti-apoptdticas, a secrecdo e sintese de insulina pelas
células B, como também pelas vias PI3K e PKC e, pelo menos em parte, independentemente
das vias MEK e da sintese de novos transportadores de glicose (AL-NUMAIR et al., 2015).

Abo-Salem (2014) confirmou que o kaempferol, administrado por via oral, reduziu a
IL-1B, o TNF-a, a peroxidacdo lipidica e o nitrito, concomitante a melhora da defesa
antioxidante e do ganho de peso corporal. Além de reduzir significativamente a glicemia em
jejum, os niveis séricos de HbAlc e melhorar a resisténcia a insulina. A analise da expressao
génica do figado mostrou que o kaempferol diminuia a expressao de PPAR-y e SREBP-1c. Os
efeitos anti-obesidade e antidiabéticos do kaempferol sdo mediados pela regulacdo do SREBP-
1c e do PPAR-y através da ativacdo da AMPK (ZANG et al., 2015).

3.2.4.2 Quercetina

O efeito da quercetina foi avaliado em células intestinais Caco-2E, nas quais foram
verificadas que o transporte de frutose e glicose por GLUT2 foi inibido por este flavonoide,
inferindo outro mecanismo pelo qual a quercetina age no DM2 pelo bloqueio da tirosina quinase
(KWON et al., 2007). Eid et al. (2015) relataram que a quercetina estimula a translocacéo e
expressdo de GLUT4 no mdsculo esquelético, por mecanismos associados a ativagdo de
AMPK, ao invés de vias dependentes de insulina, como Akt. A quercetina melhorou a expressao
de marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo, como Nrf2, heme oxigenase-1 e NF-kB em
ratos, sugerindo que os seus efeitos anti-inflamatorios, no tecido adiposo, reduzem o peso
corporal (KOBORI et al., 2009; PANCHAL; POUDYAL; BROWN, 2012).
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Estrutura do(s) flavonoide(s)

Mecanismo de acdo especifico

Modelo

Referéncias
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Kaempferol Inibe a apoptose celular e reduz a Células p INS-1E Zhang et al. (2011)
OH O atividade de caspase-3 em células p
OH 1 Antioxidante e | diminuigdo da | Ratos diabéticos induzidos | Al-Numair et al. (2015)
| peroxidacdo lipidica por estreptozotocina
Restaura a atividade alterada das Diabetes induzida por Al-Numair et al. (2015)
HO O ATPases ligadas a membrana estreptozotocina
1 a sobrevivéncia das células B, Células INS-1E Zhang et al. (2013)
OH melhora da sinalizacdo de cCAMP
OCHj; 1 GLUT 4, AMPK Camundongos diabéticos | Alkhalidy et al. (2015)
induzidos por dieta
hiperlipidica
Quercetina 1 a atividade da glicogénio sintase H4IIE murina e células Eid et al. (2015)
OH O HepG2 humanas
OH Inibe dois fatores transcricionais e | Células HK-2 e NRK-52E Lu et al. (2015)
| | ativacdo de mTORC1 / p70S6K
OH Inibe a expressao de NF-kB e Ratos diabéticos induzidos Kumar et al. (2014)
HO O caspase-3 por estreptozotocina
Melhora a hiperglicemia e o Camundongos diabéticos | Alam; Meerza; Naseem
OH estresse oxidativo

tipo 2 induzidos por
aloxana

(2014)
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Quercetina

OH O

HO O

OH

OH

Inibe a morte das células 3 através
da via mitocondrial e sinalizacdo
de NF-xB

Células B RINmSF

(continuacao)

Dai et al. (2013)

Reduz TBARS, CT e aumenta a
atividade de SOD, CAT e GSH-Px
e HDL-colesterol

Ratos Diet-C57BL / KsJ-
db/db

Jeong et al. (2012)

Melhoria da funcédo renal em ratos
com nefropatia diabética, inibindo
as superexpressoes de TGF-p1 e
CTGF

Ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocina

Lai, Zhang, Yang
(2012)

| Glicose e sangue HbAlc

Ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocina

Kim et al. (2011)

Fonte: Adaptado de Vinayagam, Xu (2015).
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Portanto, baseado nas diversas linhas de evidéncias cientificas sobre os efeitos benéficos
dessa planta no DM2 associado a importancia de se obter produtos secos de extratos de plantas
com propriedades adequadas para possiveis formulacdes fitoterapicas, a espécie Bauhinia
forficata Link subp. forficata foi selecionada para este estudo. E importante ressaltar que de
todos os estudos encontrados na literatura com esta planta nenhum foi realizado visando a
obtencdo, caracterizacao e avaliacdo da atividade biologica de extratos secos obtidos a partir da

fracdo aquosa das folhas pelo método de secagem em spray drying.

3.3 Microencapsulagéo por spray drying

O extrato consiste numa preparacdo com consisténcia liquida, solida ou intermediéria
proveniente de origem vegetal ou animal, que podem ser obtidos utilizando diferentes solventes
e técnicas de preparo (BRASIL, 2011; ISAAC et al., 2008). Dentre os principais solventes para
a extracdo de ativos tem-se a agua, o alcool etilico e metilico, hexano, acetato de etila,
cloroférmio, éter de petréleo. Também é comum a mistura de solventes como a solucédo
etanolica a 70% e mistura com cloroformio e éter. A escolha dos solventes seré de acordo com
principios ativos a serem extraidos, adequacéo tecnoldgica ao método e inocuidade fisiol6gica
(NEGRI; DUARTE-ALMEIDA, 2011).

Outro aspecto diz respeito a técnica utilizada para obtencdo do extrato que, no caso dos
extratos liquidos, podem ser: infusdo, na qual o material vegetal é posto em contato com agua
fervente em recipiente fechado por alguns minutos, sendo geralmente aplicada as partes moles
do vegetal ou rica em 0leos essenciais e compostos volateis; a decocgdo que consiste em
submeter o material em contato com agua em ebulicdo durante um curto periodo de tempo e
pode ser aplicada as partes duras do vegetal como cascas e raizes; maceracéo, na qual o material
vegetal fica em contato com o solvente durante um longo periodo, sem a renovacdo do liquido
extrator; a percolacdo que é semelhante & maceragdo, porém com uma renovagdo constate do
liquido extrator, objetivando o esgotamento da droga vegetal (BRESOLIN; CECHINEL
FILHO, 2010).

Os extratos liquidos, entretanto, apresentam serios problemas relacionados a
estabilidade, contaminacdo microbiolédgica e padronizacdo, acarretados principalmente pela
presenca de solventes. Uma possivel alternativa é a retirada parcial ou total desses solventes
produzindo extratos secos, que sao preparacdes provenientes da evaporagdo dos solventes em
extratos liquidos, utilizando ou ndo adjuvantes de secagem. Estes extratos secos sdo mais

estaveis, tanto nos aspectos quimicos quanto microbiolédgicos, o que facilita a padronizagédo
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para aplicagdo em formas farmacéuticas (SILVA et al., 2012; SOUZA; MELLO; LOPES,
2011).

A secagem por spray drying € a mais utilizada para extratos vegetais e consiste na
atomizacdo de finas goticulas frente a uma corrente de ar quente. E utilizado também na
secagem de solucbes, suspensdes, emulsbes, dentre outras. Visando obter melhores
caracteristicas tecnoldgicas, € comum o uso de adjuvantes de secagem ou agentes encapsulantes
como o diéxido de silicio coloidal, maltodextrina e amido pre-gelatinizado (SILVA et al., 2012;
SOUZA; MELLO; LOPES, 2011). Esta técnica de secagem por atomizacdo possui diversas
vantagens em relacdo as outras com 0 mesmo objetivo, devido ao tempo reduzido no qual o
material fica em contato com o calor, alta taxa de evaporacdo, resultando em produtos de alta
qualidade, com o teor de umidade estavel (SILVA et al., 2012).

A utilizacdo da técnica de secagem por spray drying teve seu inicio em 1865, com a
primeira patente de operagdo de secagem de ovos. Entretanto, em escala industrial, esta técnica
s0 foi utilizada na década de 20, em leite e sabdo em pd. Esse tipo de secagem tem como uma
das vantagens a obtencdo dos produtos diretamente na forma de pd, eliminando as etapas
posteriores de moagem que sdo tipicas de outros equipamentos de secagem (FILKOVA,;
MUJUMDAR, 1995). Esse processo de secagem por aspersdo consiste de trés etapas
fundamentais. Na primeira fase, o fluido é disperso como goticulas, produzindo uma grande
area superficial. Na segunda, ocorre contato destas com uma corrente de ar aquecido, havendo
transferéncia de calor. Na terceira etapa acontece a evaporagdo do solvente e a formacéo da
particula solida (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

A secagem por pulverizagdo € utilizada também para o encapsulamento de compostos
bioativos, que geralmente sdo sensiveis ao calor, pois o0 processo de secagem é muito rapido e
0 ndcleo é aquecido a temperaturas geralmente muito inferiores a 100 °C. Como os polifenois
sdo um grupo de fitoquimicos sensiveis ao processamento térmico, a secagem por atomizacéo
pode ter o potencial de encapsular esses compostos, preservando sua bioatividade. Esta técnica
tem sido usada com sucesso para 0 encapsulamento de varios materiais ricos em polifendis,
incluindo extrato de cenoura preta, extrato de Hibiscus sabdariffa L., 6leo bruto a partir das
sementes de Nigella sativa, 6leo essencial de Peumus boldus, extrato de soja, extrato de semente
de uva, macd, folha de oliveira, polifendis, procianidinas (CHIOU; LANGRISH, 2007; EDRIS
et al., 2016; GEORGETTI et al., 2008; GIRARDI et al., 2018; KOSARAJU et al., 2008;
ZHANG; MOU; DU, 2007).
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Figura 10 - Formac&o de particulas por spray drying.

Aspersao do produto

500955 2\ Formagéo da goticula
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/ oca;

Saida do solvente do
interior

Formacao de uma
particula sélida

Fonte: Adaptada de Cao et al., (2000) e Oliveira; Petrovick (2010).

3.4 Caracterizacéo dos extratos secos microencapsulados das folhas de Bauhinia forficata
Link

Vérios métodos analiticos sdo utilizados para caracterizar extratos secos vegetais para
possiveis aplicacdes em formulas farmacéuticas, como caracterizagdo fitoquimica, e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia de infravermelho com
transformador de Fourier (IV-TF), difracdo de raios X (DRX), analise termogravimétrica (TG),
analise térmica diferencial (DTA), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) microscopia
eletrénica de varredura (MEV) (CHADHA; BHANDARI, 2014).

A IV-TF é sensivel a estrutura e ao ambiente dos compostos organicos e ndo mostra
somente o comportamento do estado s6lido dos extratos secos e de suas formulagdes, como
também podem ser usadas como ferramenta de triagem de compatibilidade, ja que as mudancas
vibracionais servem como uma sonda de possiveis interacGes intermoleculares entre 0s
componentes. Assim, interaces farmacéuticas que resultam em dessalinizacdo, formagéo de

hidrato, desidratacdo, mudancas polimorficas ou transformacdo de formas cristalinas a amorfas



59

e vice-versa, durante o processamento, podem ser facilmente detectadas com o auxilio dessa
técnica (BLANCO et al., 2006).

A caracterizacdo dos principios ativos pode ser conduzida, basicamente, de duas formas:
qualitativa e quantitativa. A caracterizacao qualitativa (ou screening fitoquimico) € feita a partir
de reagdes quimicas (reacOes de caracterizacdo) que produzem uma mudanca de coloragéo e/ou
precipitacdo, sugerindo a presenga de determinados grupos de metabolitos. A reacdo com
cloreto férrico a 2,0%, por exemplo, indica a presenca de grupos com hidroxilas fendlicas,
obtendo uma coloracdo violeta. Contudo este método pode apresentar interferéncia, como a
elevada concentracdo de flavonoides (CARLINI; MENDES, 2001).

A difracdo de raios X (DRX) é outra técnica de grande aplicacdo nos estudos de
compatibilidade. De uma forma geral, a técnica consiste na emissdo de raios X sendo que,
através da Lei de Bregg, é possivel a determinacdo da estrutura cristalografica de um solido a
partir dos raios refletidos expressos em picos. Em um sélido cristalino, as moléculas se
organizam em c¢lulas unitarias e produzem uma “impressao digital” com seus picos. Ja, em um
solido amorfo como ndo ocorre esse arranjo, o difratograma apresenta-se com uma “auréola
amorfa” (DONG; BOYD, 2011).

A analise térmica compreende um conjunto de técnicas, nas quais uma propriedade
fisica de uma substancia é avaliada em funcdo da temperatura e/ou tempo, na medida em que
esta mesma substancia € submetida a um programa controlado de temperatura, visando a
caracterizacdo de farmacos, pureza, compatibilidade, estabilidade, polimorfismo dentre outros.
As técnicas mais utilizadas sdo a termogravimetria, analise térmica diferencial e a calorimetria
exploratéria diferencial (OLIVEIRA et al., 2011). A microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) é outra técnica relevante para avaliagdo dos extratos secos por spray drying, pois
mostram o0s aspectos morfolégicos bem como o tamanho de particula, distribuicdo
granulométrica e possiveis interacbes quando associado a outras técnicas (CHADHA,;
BHANDARI, 2014; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

A avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos vegetais € importante para se
correlacionar com o0s bioativos e suas atividades biologicas, como a antidiabética e
hipoglicemiante da B. forficata, que pode ser verificada por varios ensaios. O conceito de
capacidade antioxidante é originado da quimica e depois foi adaptado para biologia, medicina,
epidemiologia e nutri¢cdo (CAO; PRIOR, 1998; FLOEGEL et al., 2010). Este conceito descreve
a habilidade que moléculas redox possuem no sequestro de radicais livres em alimentos e

sistemas biologicos como também considera os efeitos aditivos e sinérgicos de todos 0s
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antioxidantes ao inves de cada agdo do antioxidante individual, sendo util para estudar os
potenciais beneficios de antioxidantes a saide (PUCHAU et al., 2010).

Os antioxidantes podem exercer sua atividade por diferentes mecanismos, por isso €
importante combinar varios métodos. Além do fato de que, em uma mesma amostra, pode haver
misturas de diferentes antioxidantes com variados mecanismos de acgdo, ocorrendo reacgoes
sinérgicas. Muitos ensaios empregam 0 mesmo principio, no qual um radical colorido sintético
ou um composto ativo redox € gerado e a capacidade de uma amostra para sequestrar o radical
ou para reduzir o composto ativo redox é monitorada por espectrofotometria, utilizando um
padrao apropriado para quantificar a atividade antioxidante, como exemplo, Trolox ou vitamina
C (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

Os métodos antioxidantes podem ser classificados em dois tipos de ensaios: baseado na
transferéncia de elétrons e envolve a redugcdo de um oxidante colorido, como por exemplo nos
ensaios ABTS, DPPH e FRAP e o ensaio que envolve a transferéncia de um &tomo de
hidrogénio como o ensaio ORAC. Neste ensaio, antioxidantes e substrato competem por
radicais peroxil gerados termicamente (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010).

O ensaio da atividade sequestrante do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) foi
primeiramente descrito por Blois (1958) e foi posteriormente modificado por inumeros
pesquisadores. E um dos ensaios para antioxidantes mais usados para amostras de plantas. O
radical livre DPPH é muito estavel devido a deslocalizacdo de um elétron livre ao longo de toda
a molécula. Reage com compostos que podem doar atomos de hidrogénio e tem um méaximo de
absorcdo UV/vis em 515 nm (HUANG; OU; PRIOR, 2005; KRISHNAIAH; SARBATLY;
NITHYANANDAM, 2011).

O método baseia-se na reducdo do radical DPPH (roxo) na sua hidrazina (amarelo)
correspondente, através de sua reacdo com doadores de hidrogénio (RH), ou mesmo outros
radicais (A"). O mecanismo de reagdo quimica do ensaio DPPH ¢ baseado principalmente nas
reacOes de transferéncia de um elétron e a abstracdo do 4&tomo de hidrogénio é uma reacao
marginal (Figura 11) (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Figura 11 - Possiveis reagdes com o radical DPPH.

DPPH" + RH — DPPH-H + R’

DFPH + A'— DPPH-A

Fonte: Rufino et al. (2007a).
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O método do sequestro do radical ABTS foi desenvolvido por Rice-Evans e Miller
(1994) e posteriormente foi modificado por Re et al. (1999). Este método refere-se ao uso de
um radical pré-formado ABTS, sendo amplamente utilizado para medir a capacidade
sequestrante total do radical. E gerado um croméforo verde/azulado ABTSs+ através da reacio
do ABTS e persulfato de potassio. O cation radical ABTS é gerado pela oxidacdo do ABTS

com persulfato de potassio (Figura 12).

Figura 12 - Estabilizagdo do radical ABTS™ por um antioxidante e sua formacéo pelo persulfato

de potassio.
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Fonte: Rufino et al. (2007Db).

O ensaio Poder Antioxidante de Redugéo do Ferro (FRAP) foi inicialmente descrito por
Benzie e Strain (1996) para medir o poder redutor no plasma e, posteriormente, adaptado e
modificado por Pulido, Bravo, Saura-Calixto (2000) e Rufino et al. (2006) para avaliar o poder
antioxidante de extratos vegetais em sua habilidade de reduzir Fe®* para Fe?*. O ensaio baseia-
se em reagdes de transferéncia de elétrons, em que um sal férrico, ferricianeto de potassio é
usado como um oxidante. O mecanismo de reacao envolve a reducdo do complexo férrico 2,4,6-
Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) para a forma ferrosa (Figura 13).
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Figura 13 - Reducéo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3*
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Fonte: Rufino et al. (2006).

O método Capacidade de Absorcdo do Radical Oxigénio (ORAC) mede a capacidade
de captura do radical peroxil, gerado a partir de uma molécula organica 2,2°- Azobis (2-
amidinopropano) diidroclorido (AAPH). Os radicais atacam a molécula de fluoresceina que,
oxidada ndo emite fluorescéncia, produzindo, portanto, um decréscimo na mesma (longitude de
onda de excitacdo a 493 nm e de emisséo a 515 nm). Na presencga dos antioxidantes, a reagdo
do radical peroxil com a fluoresceina fard com que esta mantenha a mesma emissdo de
fluorescéncia. Dessa forma, pode-se comparar o decréscimo da fluorescéncia produzida na
presenca e na auséncia de um antioxidante (RUFINO, 2008).

Até 0 momento, é o Unico método que conduz a reacao de radicais livres até o término
e usa a técnica de area sob a curva (AUC) para quantificacdo, combinando, assim, tanto o
percentual de inibicdo e a duracdo do tempo de inibicdo da acdo do radical livre pelo
antioxidante em uma Unica medicdo, enquanto os demais métodos usam uma porcentagem de
inibicdo a um tempo fixo (Figura 14) (RUFINO, 2008).
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Figura 14 - Exemplo de um processo da oxidacdo da fluoresceina na presenca de 2,2’- Azobis
(2- amidinopropano) di-hidroclorido (AAPH).
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Existem poucas informacgdes na literatura sobre estudos da capacidade antioxidante
envolvendo extratos secos de plantas em spray drying através dos ensaios FRAP e ORAC.
Portanto € plenamente justificavel a obtencéo desses dados para a ampliacdo do conhecimento
da influéncia do processo de secagem nas atividades bioldgicas de extratos secos vegetais.

Outra caracterizacdo relevante para extratos secos vegetais com finalidade terapéutica é
a avaliacdo toxicoldgica. Existem varios ensaios com esta finalidade, em diferentes sistemas
bioldgicos regulamentados pela Organizacao de Cooperacao e de Desenvolvimento Econdmico
(OECD) (FIELDEN; KOLAJA, 2008; PARASURAMAN, 2011). Entre eles, destacam-se, 0
teste de toxicidade aguda, no qual € realizado para determinar o efeito de dose Unica de um
produto em uma determinada espécie animal, preferencialmente roedores. A substancia
investigada é administrada em dose Unica e o efeito é observado durante 14 dias. Todas as
mortes constatadas, durante o periodo experimental, sdo registradas como também o0s

parametros bioquimicos e histopatoldgicos dos animais, ap0s a eutanasia, sao investigados.
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Esse teste permite ainda determinar a dose letal 50% do produto em investigacdo (DORATO;
BUCKLEY, 2006; OECD, 2002).

Outro estudo importante é o teste de toxicidade de dose repetida, realizado por um
periodo minimo de 28 dias, no qual a substancia testada é administrada, diariamente, por via
oral. Normalmente, utilizam-se roedores de qualquer género e idade entre 5-6 semanas. Nesse
estudo, também as mortes durante o periodo do tratamento sdo registradas e, apds a eutanasia,
analisam-se os parametros bioquimicos e histopatoldgicos dos animais (HUGHES et al., 2011;
OECD, 2008).

Rusyn et al. (2010) relataram que a toxicogenética € um importante pardmetro para
avaliar as alteracdes estaveis e/ou hereditarias no genoma, que sdo capazes de influenciar a
susceptibilidade relativa de um individuo (ou grupo de individuos) aos efeitos adversos a satde
resultantes da exposi¢do a um produto ou farmaco. O ensaio cometa € uma ferramenta Util, na
avaliacdo toxicogenética, em pesquisas sobre o desenvolvimento de novas drogas, sendo um
dos testes especiais da OECD n°489 (OECD, 2014). Este teste que avalia danos no DNA,
mostra que este quando ndo fragmentado mantém uma estrutura bem organizada no nucleo
celular, porém ao sofrer danos, esta organizagio ¢ interrompida (COLLINS, 2004). E um
procedimento simples e relativamente barato, que detecta diversos danos ao DNA de células
eucaridticas individuais, incluindo quebras de fitas simples e duplas, além de verificar também
capacidade de reparo destes danos (SASAKI et al., 2000; AZQUETA et al., 2014).
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Resumo

Introducdo: O Diabetes Mellitus tem sido considerado uma epidemia, pela Organizacao
Mundial de Saude, com alto risco de morbimortalidade. O tratamento desta patologia consiste
em controle da glicemia, que pode ser feito por hipoglicemiantes orais, insulinoterapia,
orientacdo alimentar, atividade fisica regular e o apoio psicossocial. Além destes, outros
tratamentos coadjuvantes sdo empregados, como a fitoterapia e uma das plantas mais utilizada
é a Bauhinia forficata.

Areas abrangidas: Na presente revisdo, analisaram-se patentes que utilizaram a Bauhinia
forficata para o tratamento de Diabetes Mellitus. Foram encontradas trés patentes na WIPO,
uma no Espacenet, uma na USPTO e duas no INPI.

Opinido do especialista: Sdo discutidas patentes sobre o tratamento coadjuvante da diabetes
Mellitus pela Bauhinia forficata. Embora haja alguns produtos fitoterapicos com essa planta
medicinal, que possui efeito hipoglicemiante, no tratamento dessa patologia, ha ainda uma
necessidade do desenvolvimento de mais produtos a base de recursos naturais, sem efeitos
colaterais e com outros beneficios, para auxiliar no controle da glicemia dos pacientes

diabéticos, melhorando sua qualidade de vida.
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Palavras-chave: Bauhinia forficata, diabetes mellitus, fitoterapicos, flavonoides,

kaempferetrina, quercetina, resisténcia a insulina.

Artigos destacados

o O flavonoide kaempferol das folhas de Bauhinia forficata possui efeito
hipoglicemiante e antioxidante.

o Uma composicdo com extratos de B. forficata e outras plantas medicinais mostraram
efeito hipoglicemiante em humanos.

o A infusdo com folhas de Bauhinia forficata obteve efeito hipoglicemiante em

pacientes diabéticos.

1 Introducéo

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga metabolica caracterizada por hiperglicemia,
que pode ser, na préatica clinica, de dois tipos: tipo 1 (DM1) (autoimune), na qual ha uma
destruigdo parcial ou total das células B das ilhotas de Langerhans pancreéticas, resultando na
incapacidade progressiva de produzir insulina; e o tipo 2 (DM2) (insuficiéncia da secrecdo
e/ou acdo da insulina). O primeiro € diagnosticado na populacdo mais jovem e representa
apenas uma pequena porcentagem do total de pacientes diagnosticados com diabetes. O tipo 2
¢ a forma mais comum de diabetes, cujos principais fatores de risco para o seu
desenvolvimento, além da predisposi¢do genética, é a qualidade da dieta e o estilo de vida. Ha
ainda uma forma de diabetes autoimune diagnosticada no adulto, denominada latent auto-
imune diabetes in adults (LADA), que sugere a possibilidade de uma continuidade
fisiopatologica entre os dois principais tipos de DM (DIABETES ASSOCIATION OF
THAILAND, 2014; DOMIIK, 2011; GUELHO; PAIVA; CARVALHEIRO, 2013; NOLAN;
DAMN; PRENTKI, 2011).

A prevaléncia do DM2 tem aumentado globalmente devido ao envelhecimento da
populacdo, a urbanizagdo, obesidade e sedentarismo, sendo considerada uma epidemia pela
Organizacdo Mundial de Saude, com alto risco de morbimortalidade. O DM2 descompensado
pode causar diversas alteracfes no metabolismo de carboidratos, proteinas e de lipideos, lesdo
de nervo periférico, lesdo renal, causando complicacBes graves, incluindo problemas na
circulagdo sanguinea, lesdes na retina do olho, consequentemente cegueira, lesdo nervosa,
dentre outras (SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010).
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O tratamento para esta patologia consiste em aquisicdo de conhecimentos sobre a
doenca, insulinoterapia, habilidade de autoaplicacdo da insulina e o autocontrole da glicemia,
hipoglicemiantes orais, orientacdo alimentar, atividade fisica regular e o apoio psicossocial
(GOES; VIEIRA; LIBERATORE JUNIOR, 2007). Além destes, outros tratamentos
coadjuvantes sdo empregados, como a fitoterapia. Diversas plantas medicinais tém sido
usadas para o tratamento de DM, especialmente o tipo 2, com impacto positivo no
metabolismo da glicose e dos lipideos, melhorando o estado geral dos pacientes, ndo somente
pelo efeito hipoglicemiante, mas também pela acdo antioxidante destas plantas. Entre estas,
destaca-se a Bauhinia forficata, descrita por Link em 1821 e inserida na familia Leguminosae,
posteriormente chamada de Fabaceae e popularmente conhecida como "pata de vaca" ou
insulina vegetal. Esse género compreende cerca de 300 espécies encontradas especialmente
nas regides tropicais do planeta (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012).

O primeiro ensaio clinico com esta espécie foi registrado em 1929 e a partir desta
data, os extratos aquosos de suas folhas tém sido amplamente utilizados no tratamento de
diabetes (SILVA et al., 2012). Lorenzi (2008) comprovou que as folhas desta planta sdo
consideradas antidiabéticas, hipoglicemiantes, antioxidantes, hepatoprotetoras, diuréticas,
hipocolesterolemiantes, com efeito benéfico também na medicina popular, contra cistites e
parasitoses intestinais.

Essas diversas propriedades bioldgicas da Bauhinia forficata foram atribuidas a seus
constituintes, que inclui lactonas, flavonoides, terpendides, glicolipidios, esteroides e taninos.
Os principais compostos bioativos da B. forficata sdo flavonoides, que constituem uma
importante classe de polifendis, presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos
secundarios de vegetais, sendo a kaempferitrina o principal marcador quimico e
farmacologico, responsavel pela atividade hipoglicemiante (DE SOUSA et al., 2006).

Embora as drogas sintéticas disponiveis no mercado tenham efeito hipoglicémico
significativo, elas também causam diversos efeitos colaterais, e ndo sdo eficazes na prevencao
da ocorréncia de complicagdes. Portanto, pesquisas sobre fitoterapicos sdo importantes, pois
estes tém efeitos eficazes na glicemia, além de ndo possuir os efeitos colaterais indesejaveis
dos farmacos, prevenindo as complicagdes. Assim, essa revisdo de patentes favorece uma
melhor prospecgéo para futuros estudos sobre a utilizacdo da B. forficata no tratamento do
DM2, aumentando as possibilidades profilaticas e terapéuticas para 0s pacientes portadores

dessa patologia.
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2 Métodos

As patentes foram pesquisadas em bases de dados da World Intellectual Property
Organization (WIPO), European Patent Office (EPO), United States Patent and Trademark
Office (USPTO) e Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI). A selecdo de patentes
foi baseada nos seguintes critérios de inclusdo: patentes publicadas contendo Bauhinia
forficata e Diabetes Mellitus como palavras-chave no titulo, resumo ou texto completo.

Um total de 29 patentes foi analisado para avaliacdo preliminar dos bancos de dados
(Figura 1). Destas, excluiram-se 10 patentes duplicadas e 12 patentes que estavam fora do
foco da revisdo, como patentes que relatavam outras patologias tratadas pela Bauhinia
forficata como cancer, osteoporose, reducdo de peso, ansiedade, influenza e estudos com
outras espécies de Bauhinia. Foram selecionadas para esta revisdo sete patentes sobre o uso
da Bauhinia forficata no tratamento da Diabetes Mellitus. As patentes foram depositadas em

trés paises: Brasil, Estados Unidos e Japdo (Tabela 1).

Figura 1 - Diagrama de pesquisa e triagem das patentes analisadas.

Patentes pesquisadas nas bases de dados da WIPO, EPO, USPTO e INPI,
usando as palavras-chave “Bauhinia forficata” e “Diabetes Mellitus” (n=29)

s| Duplicados (n=10)

Anélise dos titulos, resumos e textos completo
(n=29-10) = 19

Patentes completas para analise (n = 22-10-12) =7

Excluidos: tratamento de cancer,
osteoporose, reducgéo de peso,
ansiedade e outras espécies de

Bauhinia (n = 12)

Sele¢do finaln =7

[ Incluidos ] [ Elegibilidade ] [ Triagem ] [ Identificacdo ]

Fonte: Autoria prépria (2018).
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Tabela 1 - Patentes sobre Bauhinia forficata no tratamento do Diabetes Mellitus.

Patentes Inventores/ Pais Ano CIP Formulacéo Mecanismo  Profilaxia Via de Forma de Referéncia
Empresa de de acéo ou adminis- apresen-
(Pais) prote- tratamento tracéo tacdo
cdo
US20060189512 Ehrenkranz Joel R. AB1K Composicdes Reducéo dos Tratamento Oral Suplemento  EHRENKRANZ,
L. A23L  contendo extratos niveis de dietético ou 2006.
A23V boténicos ricos glicose no nutracéutico
EHRENKRANZ em florizina, sangue e na s na forma
JOELR. L. Bauhinia forficata  urina, controle de
e outras plantas do peso, comprimido,
com efeito envelheciment capsula ou
(USA) hipoglicemiante. 0 precoce. po.
JP2012/102144 Buchholz Herwig A61K  Extrato de etanol Reducdo da Tratamento Oral Extrato HERWIG et al.
et al. AB1P e 4gua, contendo  concentracao hidroalcélico 2012.
A23L 30 a 70% em de glicose no
MERCK PATENT volume de agua plasma.
GMBH como solvente.
(Japéo)
US20130231492 Duan Hongquan et C07D Classe de novos  Tratamento do  Tratamento Oral Solida. DUAN et al.,
al. A61K compostos Diabetes e 2015.
DUAN derivados de resisténcia a
HONGQUAN flavonoides, insulina.
QIN NAN método de
NIU WENYAN preparacdo e a sua
JIN MEINA aplicagdo como
SHI LIHUAN farmaco
CHEN YING antidiabético.
(USA)
BR102013024150 Larissa Araujo AB61K Composicao Tratamento do  Tratamento Oral Pé, ROLIM et al.,
Rolim et al. A61P farmacéutica Diabetes granulado ou 2013.
efervescente com comprimido.

UNIVERSIDADE
FEDERAL DE
PERNAMBUCO
(Brasil)

extrato etanolico
de Bauhinia
forficata.
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(concluséo)

Patentes Inventores/ Pais Ano CIP Formulacéo Mecanismo  Profilaxia Via de Forma de Referéncia
Empresa de de acéo ou adminis-  apresenta-
(Pais) prote- tratamento tracéo cao
céo
US 2014/0186321 Thomas Christian us 2014 AB61K Composicao Reducdo da Tratamento Oral e Pé6 ou LINES, 2012.
Lines contendo glicose e parenteral comprimido;
quercetina, pressao liquida,
Thomas Christian vitamina B3, sanguinea e da cépsula,
Lines vitamina C e resisténcia a goma de
(USA) extrato de B. insulina. mascar ou
forficata. gel).
BR1020150157690  Mario Moffa et al. BR 2015 AB1K Forma Tratamento do  Tratamento Oral Pellets, MOFFA;
AB1P  farmacéuticacom  Diabetes tipo comprimido  CALEFE, 2017.
MARIO MOFFA, extratos de 2 ou poé.
LUPERCIO Bauhinia forficata
CALEFE e Syzygium
(Brasil) jambolanum
US20150190446 Fogel Dov us 2015 AB61K Composicdo a Tratamento e/  Tratamento Oral Ch4, tintura, = FOGEL, 2015.
AB1P base de plantas ou prevencdo e profilaxia comprimido,
ASCARIT LTD. Urtica, da diabetes e capsula,
Artemisia, Morus, patologias pilula, barra,
(USA) Bauhinia forficata relacionadas e pastilha,
e outras plantas dislipidemia. goma de
com efeito mascar,
hipoglicemiante. locdo, p6 ou
granulos.

Fonte: Autoria propria (2018). CIP: Classificagdo internacional de patentes. A61K: PreparacOes para finalidades médicas. A23L e A23V: Alimentos ou produtos alimenticios.

CO07D: Preparacfes com compostos organicos. A61P: Atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou preparacdes medicinais.



89

3 Anélise de Patentes

3.1 Flavonoides no tratamento da diabetes

A invencdo (US20130231492) foi desenvolvida por Duan et al., (2015) e refere-se a
uma classe de novos compostos derivados de flavonoides, isolados das folhas da B. forficata,
bem como um método de preparacdo e a sua aplicagdo como farmaco antidiabético. Os
flavonoides sdo compostos polifendlicos, encontrados amplamente em frutas, folhas, chas e
vinhos, sendo constituidos por trés anéis, cujos carbonos podem sofrer variages quimicas,
como hidroxilacdo, hidrogenacdo, metilacdo e sulfonacdo, formando mais de quatro mil
compostos flavonoides, que sdo agrupados em classes. Existem seis classes principais de
flavonoides, incluindo antocianinas (cianidina, pelargonidina, delfinidina, malvidina),
flavondis (quercetina, rutina, kaempferol e miricetina), flavandis (epicatequinas, luteoforol,
proantocianidinas e theaflavinas), flavanonas (hesperidina e naringerina), flavonas (apigenina
e luteolina), e isoflavonas (daidzeina, genisteina). Cada uma dessas classes de flavonoides
diferencia-se pelo nimero e a disposicao dos grupos hidroxilas e a sua extensdo de alquilacao
e glicosilagdo, como pode ser verificado no flavonol kaempferol 3,7-di-O-a-
Lramnopiranosideo (kaempferitrina) (Figura 2) (LOPES et al., 2010; GEORGIE; ANANGA;
TSOLOVA, 2014; PANDEY; RIZVI, 2009; HAN; LOA, 2007).

Figura 2 - a) Estrutura quimica dos flavonoides b) Estrutura quimica do kaempferol c)

Estrutura quimica do kaempferol 3,7-di-O-a-L ramnopiranosideo.
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Fonte: Autoria prdpria (2018).
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Esses polifendis atuam no organismo humano como antioxidantes, antialérgicos, anti-
inflamatorio, anti-viral e antimicrobiano, anti-proliferativo, anti-mutagénico, anti-
cancerigeno, eliminam radicais livres, regulam o ciclo celular, modulam algumas vias
importantes de sinalizacdo celular, como o fator nuclear Kappa-B (NF-kB), fatores de
transcricdo AP-1, e da acetilacdo/ desacetilagdo nuclear da histona, proteina quinase regulada
por sinal extracelular (ERK), inositol trifosfato (IP3)/ proteina quinase B(Akt), proteinas
quinases ativadas por mitogenos (MAPK) e fator nuclear redox (Nrf2) (CHEN et al., 2000;
MOLINA etal., 2003; SHEN et al., 2007).

Referindo-se a atividade antioxidante dos flavonoides, esta depende da disposicdo de
seus grupos funcionais, sendo gque a configuracdo, a substituicdo e o numero total de grupos
hidroxilas influenciam em varios mecanismos dessa atividade (KELLY; ANTHONY;
DENNIS, 2002; PANDEY; MISHRA; MISHRA, 2012). Tais mecanismos dessa acao
antioxidante estdo relacionados com a inibicdo das enzimas envolvidas na producdo dos
radicais livres (monooxigenase microsomal, glutationa S-transferase, succinoxidase
mitocondrial, NADH oxidase) (BROWN; KHODR; HIDER, 1998). Isso ocorre devido ao
potencial redox dos flavonoides que sdo capazes de reduzir os radicais livres altamente
oxidantes, como o superéxido, radicais peroxil, alcoxil e hidroxil por doacdo de atomo de
hidrogénio. Possuem ainda a acdo de quelar ions metalicos (ferro, cobre, etc.), e de inibir a
sintese de radicais (MISHRA; KUMAR; PANDEY, 2013; MISHRA; SHARMA; KUMAR,
2013), por exemplo, a quercetina é conhecida por suas propriedades de quelar e estabilizar o
ferro; as catequinas inibem a peroxidacdo lipidica; a epicatequina e a rutina sdo fortes
sequestrantes de radicais e inibidores da peroxidagdo lipidica in vitro (KERRY; ABBEY,
1997).

Os flavonoides atuam, de forma especifica, nas fungdes enzimaticas do processo
inflamatorio, inibindo a liberacdo de histaminas, de fosfodiesterases, das proteinas quinases
(PK), ligando-se, competitivamente, com as enzimas ATP associadas a transducdo do sinal e &
ativacdo de mecanismos imunoldgicos. A atividade anti-inflamatdria destes compostos
bioativos ocorre também pela modulacéo de células envolvidas com a inflamacéo (inibem a
proliferacdo de mastdcitos, células T, células B, células NK e neutréfilos) e a inibicdo da
sintese de citocinas pro-inflamatérias TNF-a (Fator de Necrose Tumoral o) e IL-1
(Interleucina-1), liberadas por macréfagos ativados e varios outros tipos celulares, sendo estas
responsaveis pela inducdo da apoptose e inibicdo da via NF-xB (RAHMAN; BISWAS;
KIRKHAM, 2006; GONZALEZ et al., 2011; MANTHEY, 2000; RATHEE et al., 2009;
MANTHEY; GUTHRIE; GROHMANN, 2001; QIN et al., 1998; NATELLA et al., 2006).
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Outro mecanismo de acdo dos flavonoides no processo inflamatorio é através da
inibicdo da atividade das enzimas da via do &cido araquidonico fosfolipase A2 (PLA2),
ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX), reduzindo a producdo de eicosanoides, além de
modularem a expressdo da 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), o que se traduz na
inibico da producdo de Oxido nitrico (BIESALSKI, 2007; CAZAROLLI et al., 2008;
HAVSTEEN, 2002; KIM et al., 2004; LOPEZ-POSADAS et al., 2008; MIDDLETON;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).

A estrutura quimica destes compostos é a responsavel pela sua atividade anti-
inflamat6ria, como a insaturagdo no anel C (posi¢bes 2-3), 0 numero e a posi¢do de
grupamentos hidroxilas, a carbonila em C-4 (Anel B) e a ndo glicosilacdo da molécula.
Algumas subclasses de flavonoides, mesmo ndo possuindo essa estrutura, por exemplo, a
aglicona kaempferol, também se destacam por apresentar atividade sobre enzimas da cascata
de inflamacdo (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). A inflamacdo cronica esta
diretamente relacionada com muitas doencas, incluindo cancer, alergias, artrite, doencas
cardiovasculares e diabetes e os flavonoides, devido as suas potentes acdes anti-inflamatorias
e antioxidantes, como ja explanado anteriormente, tem sido alvos de novas estratégias
terapéuticas para estas patologias (DEVI et al., 2015).

A hiperglicemia, no DM2, é causada por alteracdo na digestdo e absorcdo de
carboidratos da dieta, deplecdo de armazenamento de glicogénio, aumento da gliconeogénese,
disfungdo nas células B pancreaticas, resisténcia a insulina do tecido periférico e falhas nas
vias de sinalizacao de insulina. Os flavonoides agem como hipoglicemiantes por reduzirem a
absorcdo intestinal de carboidratos dietéticos, modulam as enzimas envolvidas no
metabolismo da glicose (inibem a a-glicosidase), melhoram a fungdo das células B e a
secrecdo e acdo da insulina e pelas suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
(DINNEEN; GERICH; RIZZA, 1992; IWAI et al., 2006).

Yeon et al., (2015) realizaram um estudo com 4186 participantes, divididos em dois
grupos de acordo com a glicemia de jejum: glicemia de jejum normal (até100 mg/dl) e
glicemia de jejum > 100 mg / dl, no qual investigaram a associagdo entre ingestdo de
flavonoides e risco de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e constataram que a ingestdo desses
compostos bioativos foi menor no grupo hiperglicémico e que a resisténcia a insulina teve um
relacdo inversa a ingestdo de flavonas e flavondis entre os individuos do género masculino,
confirmando o efeito hipoglicemiante.

Na patente US20130231492, foram realizados testes in vivo, cujas doses dos extratos

administradas foram entre 2ug/mL e 5ug/mL, constatando-se que os derivados de flavona
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podem aumentar significativamente o consumo de glicose das células de carcinoma
hepatocelular (HepG2) resistentes a insulina, aumentam a absorcédo e utilizacdo de glicose e
promovem a translocacdo do transportador de glicose das células do musculo esquelético
(GLUT4) em diferentes niveis, sendo que este ultimo efeito € um dos principais mecanismos
para o tratamento de diabetes, proporcionando a aplicacdo desses compostos bioativos para a
producdo de farmaco antidiabético (DUAN et al., 2015; IWAI, 2008).

Os derivados de flavona testados apresentaram atividade antidiabética comparavel
e/ou superior ao da metformina, aléem de um efeito maior do que a insulina sobre a
translocacao de GLUT4 nas células do musculo esquelético. Um dos mecanismos moleculares
do efeito antidiabético dos derivados de flavonoides foi elucidado, no qual ocorre a ativacédo
da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), uma enzima que atua no metabolismo celular,
mantendo a homeostasia energética e induzindo uma cascata de eventos intracelulares em
resposta a mudanca da carga energética celular, sendo 0 mesmo mecanismo de acdo pelo qual
a metformina exerce sua ac¢do farmacoldgica. Essa enzima celular é estimulada pelo exercicio
fisico, por isso a prescricdo de dieta e atividade fisica para individuos portadores de DM2 esta
intimamente relacionada com a ativacdo da AMPK, a qual parece ser responsavel por muitos
efeitos benéficos no tratamento e na prevencdo da doenca (DUAN et al., 2015; IWAI, 2008;
JUN et al., 2008; KITABCHI et al., 2005).

Mokashi, Khanna e Pandita (2017) também avaliaram a atividade antidiabética de
flavonoides em células de HepG2 resistentes a insulina e obtiveram resultados semelhantes ao
da invencdo US20130231492. Os pesquisadores utilizaram esse modelo de linha celular
HepG2 para imitar a condigdo in vivo do DM2. Observou-se que as células tratadas com
flavonoides aumentaram a translocacdo de GLUT4 para a membrana celular, com
consequente aumento da absorcéo de glicose, alem de ter sido verificado uma diminuicdo da
resisténcia a insulina, confirmando que os flavonoides representam um tratamento promissor

para diabetes mellitus tipo 2.

3.2 Bauhinia forficata associada com outros compostos bioativos no tratamento da

diabetes

Os compostos bioativos de plantas medicinais tais como alcaloides, carboidratos,
glicosidicos, flavonoides, esteroides, terpenoides, peptideos e aminoacidos, lipidios,

fenolicos, glicopeptideos e iridoides tém efeitos benéficos comprovados no diabetes,
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melhorando o controle glicémico, perfil lipidico e estado antioxidante (SINGH, 2011,
VINAYAGAM; XU, 2015).

Os fitoquimicos reduzem a glicemia e impedem a absorcdo da glicose pelo trato
gastrointestinal. Esse efeito hipoglicémico deve-se ao aumento da secrecdo de insulina por
meio da estimulagdo das células B pancreaticas; resisténcia hormonal ao glucagon que
aumenta os niveis de glicose no sangue; aumento do ndmero e da sensibilidade dos
receptores da insulina; diminuicdo da perda de glicogénio; aumento do consumo de
glicose nos tecidos e ¢rgdo; papel insulinomimético; eliminacdo de radicais livres;
estimulo ao aumento da microcirculagdo sanguinea, inibi¢ao da a-glicosidase e outras agoes,
como a reducdo do transito intestinal (RAO et al., 2010; TANIRA, 1994). Hosseini, Shafiee-
Nick e Ghorbani (2015) relataram que a atividade antidiabética de alguns fitoquimicos é
mediada pela inibicdo da degeneracao de células beta.

Existem diversas plantas medicinais com efeito hipoglicémico e antidiabético
comprovado, dentre elas destacam-se a Moringa oleifera, Abelmoschus esculentus Lycium
barbarum, Rourea cuspidata, Gentiana olivieri, Bauhinia forficata, Eugenia jambolana,
Lactuca indica, Mucuna pruriens, Tinospora cordifolia, Momordica charantia, Aporosa
lindleyana, Myrtus communis e Terminalia pallida (JUNG et al., 2006).

Fombang e Saa (2016) demonstraram que o cha de Moringa oleifera tem atividade
anti-hiperglicémica e antioxidante em modelos de ratos e em seres humanos, sendo atribuido
ao seu teor de polifenois, particularmente &cidos fenolicos, flavonoides e taninos, que inibem
a a-amilase, a-glucosidase e absorcao de glicose intestinal; melhoram a absorcdo de glicose
por tecidos periféricos, suprimem a gliconeogénese e estimulam a secre¢do de insulina
(HANHINEVA et al.,, 2010; KIM; KEOGH; CLIFTON, 2016; KWON et al., 2007;
LUANGPIOM; KOURJAMPA; JUNAIMAUNG, 2013; SCALBERT et al., 2005;
SOLIMAN, 2013).

Um estudo recente confirmou a atividade hipoglicemiante do quiabo (Abelmoschus
esculentus L. Moench) in vivo, do qual, extraiu-se o polissacarideo ramnogalacturonana e seu
efeito hipoglicemiante foi testado em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, que
apresentaram uma diminuigéo do nivel de glicose sanguinea e da tolerancia a glicose (LIU et
al., 2017). Além dessa atividade, esse polissacarideo bioativo, melhora a nefropatia diabética
e aumenta a proliferacdo de esplendcitos e a secre¢do de citoquinas, atuando como
imunomodulador (CHEN et al., 2016; PENG et al., 2016).

Lycium barbarum, um fruto que também possui em sua composicao polissacarideos

bioativos, principalmente manose, ramnose, glicose, galactose e xilose, inibiu a absor¢do da
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glicose in vitro, podendo ser um potente agente antidiabético (TANG et al., 2015). Outra
planta com essa atividade é Rourea cuspidata, cuja administracdo de 200 mg/kg continua de
seu extrato hidroalcdlico, in vivo, reduziu significativamente a concentracdo de glicose no
sangue dos ratos diabéticos, com efeito semelhante ao da glibenclamida, que atua estimulando
a secrecdo de insulina a partir de células  das ilhotas de Langerhans, sendo que a hiperina,
presente nessa planta, pode ser o agente hipoglicemiante, pois tem a capacidade de aumentar a
glicolise, devido ao aumento da atividade da hexoquinase do figado e diminui a atividades de
enzimas gliconeogénicas (BEDOYA,; SOLANO; LUCAS, 1996; LAIKOWSKI et al., 2017;
VERMA et al., 2012).

Herwig, Corinna, Valerie, Doeclecio e Didier (JP2012102144; JP2005504753;
US20040170714; US2006018859; W02003011311) realizaram testes com varios extratos de
Bauhinia spp, os quais mostraram atividade hipoglicemiante, sendo uma alternativa para o
tratamento da diabetes, agindo como um hipoglicemiante oral. Esta invencdo patenteou 0s
métodos de producdo do extrato, que consistiu na utilizacdo de uma mistura de etanol e agua
como solvente extrator dos compostos das folhas jovens de B. forficata, contendo 30-70% de
agua, além do metodo de extracdo, fez-se também um medicamento e um suplemento
alimentar & base dos extratos de Bauhinia (HERWIG et al., 2012).

O extrato pode ser feito a partir de qualquer uma das partes aéreas das espécies de
Bauhinia, porém os melhores resultados foram com os extratos obtidos a partir de folhas
jovens, por isso essas foram escolhidas para a producdo dos extratos dessa patente citada
acima, sendo que a extracdo deve ocorrer, preferencialmente, das folhas da B. forficata.

A atividade hipoglicemiante constatada nessa invencdo foi similar ao efeito obtido
pelos farmacos, tais como a metformina. Esse efeito é devido a acdo combinada de compostos
bioativos diferentes como flavonas ou flavonoides (isoquercetina, kaempferol, quercetina,
rutina). A suplementacdo foi efetivada com uma dosagem de 150 mg de extrato/kg de peso
corporal, duas vezes ao dia, tendo como resultados a melhoria na toleréncia a glicose e um
aumento da excrecdo da mesma. Outro efeito benéfico observado foi a acdo antioxidante
destes extratos. Estudos in vitro e em in vivo ja demostraram que o estresse oxidativo diminui
a secrecao de insulina das células  pancreaticas e interfere na via de sinalizagdo de insulina,
causando resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (BAST et al., 2002; BRUCE et al., 2003;
EVANS et al., 2003; SAKURABA et al., 2002; ROBERTSON et al., 2003).

Na formulacdo do medicamento da invencdo JP201210214, acrescentou-se, além do
extrato de Bauhinia (0,01-99%), vitamina C e E, acido alfa-lipoico, flavonoides, glutationa,

carotenoides, coenzima Q10, zinco e selénio ligados as proteinas, para otimizar a atividade
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antioxidante da droga. A composicdo do suplemento alimentar incluiu vitaminas, minerais,
probidticos, prebidticos, &cidos graxos, flavonoides, polissacarideos, acido lipdico e extrato da
Bauhinia (0,01-99%).

Moffa e Calefe (2017) patentearam processos de obtencdo de extratos fitoterapicos
concentrados, para producgdo de produto para tratamento de diabetes tipo 2, obtido pelo uso
isolado ou associado aos extratos concentrados de B. forficata e sementes de Syzygium
jambolanum (Jamboldo), preparados para administragdo oral na forma de microgranulos,
pellets, comprimido ou po.

Os extratos dessa invengéo foram obtidos da mistura, em massa, de 19% de folhas de
Bauhinia, 52,5% de alcool e 28,5% de agua e entre 9% e 19% de sementes de Jamboldo, entre
57% e 64% de alcool e entre 24% e 27% de agua. A quantidade de extrato de B. forficata e S.
jambolanum contidos no pellet foi de 1% a 90%. Os inventores dessa patente
BR1020150157690 testaram esses extratos em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina, da linhagem Wistar, durante 42 dias. Esses animais tiveram seus niveis
séricos de glicemia reduzidos para valores semelhantes aos observados nos animais do grupo
que recebeu a metformina, sendo constatada a atividade antidiabetogénica dos "pellets” com
esses extratos vegetais.

A invencdo (US20140186321) foi desenvolvida por Thomas Christian Lines e refere-
se a um método para tratar a sindrome metabdlica ou diabetes, administrando uma quantidade
eficaz de uma composi¢do contendo quercetina, vitamina B3, vitamina C e extrato de B.
forficata. Essa composicdo pode ser um suplemento dietético ou uma formulacédo
farmacéutica, cujas formas de apresentacdo podem ser na forma sélida (p6 ou comprimido) ou
na forma liquida (bebida ou xarope) (LINES, 2014).

De acordo com essa invencdo, a combinacdo da quercetina com a B. forficata
potencializa os efeitos benéficos em pacientes com DM2, pois ha um aumento do fluxo
sanguineo, reduzindo consideravelmente o risco de eventos trombdticos, diminui a pressao
sanguinea e aumenta sinergicamente a sensibilidade a insulina. Essa composi¢do também
pode ser associada a um farmaco hipoglicemiante ou ao uso da insulina para melhorar a sua
eficacia, possibilitando que o individuo seja tratado com doses mais baixas da droga e do
hormonio sintético, reduzindo os efeitos colaterais (ganho de peso, nauseas, hipoglicemia,
diarreia, flatuléncia, inapeténcia, danos no figado, retencdo de liquidos e dor estomacal). A
formulagdo desenvolvida pode ser administrada concomitante & medicacdo ou em horérios
diferentes, antes das refei¢cGes, em uma dose de 100 mg a 2 g (de preferéncia, 250 mg a 1 g)

de quercetina e 50 mg a 6 g (preferencialmente, 125 mg a 0,5 g) de extrato de B. forficata.
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A patente US20060189512 descreve o desenvolvimento de um suplemento dietético, a
base de extrato de florizina, B. forficata e outras plantas que possuem efeitos
hipoglicemiantes. Além da reducdo da glicemia, da excrecdo de glicose e da reducdo dos
niveis pos-prandiais de insulina, verificou-se também que esse suplemento facilitou a perda de
peso e diminuiu o0 aparecimento ou a incidéncia de doencas relacionadas com o
envelhecimento (EHRENKRANZ et al., 2006).

Os efeitos benéficos dessa invencdo foram intensificados pela sinergia de outros
elementos administrados com extrato de florizina. Tais elementos sdo quercetina, floretina,
epicatequina, catequinas, acido clorogénico e outros flavonoides. Constatou-se também que a
associacdo desse suplemento com os farmacos para tratamento de DM também potencializa
seu efeito hipoglicemiante. A dosagem desse suplemento dietético deve ser de 3 a 30 gramas
por dia, administradas em trés doses separadas, entre 1 a 10 gramas, cerca de 30 a 60 minutos
antes das refeicdes (EHRENKRANZ et al., 2006).

Outra invencdo que também utilizou o extrato de B. forficata associada com outros
compostos foi desenvolvida por Fogel (US20100202980; US20150190446; W02009001362;
1L202980; EP 2170360) (FOGEL, 2015). Essa patente relatou uma composicao a base das
plantas Urtica dioica, U. urens, U. pilulifera, Artemisia dracunculus, A. alba, A. herba, A.
roxburghiana, A. judaica, Morus alba, M. bombycis, M. indica, M. insignis, M. nigra, M.
austral, B. forficata, Cinnamomum zeylanicum, C. saigonicum, C. aromaticum, C. laurus,
Canella winterana, Taraxacum officinale e Rosa canina.

A referida composicdo pode ser um suplemento dietético e uma formulacdo
farmacéutica, ambos com excipientes aceitaveis (maltodextrina, fosfato de célcio e aerosil),
cujas apresentacbes podem ser na forma de cha, tintura, comprimido, capsula, pilula, barra,
goma mastigavel, locdo, pdé ou granulos. As alegacdes de salde dessa invencao sdo para o
tratamento e/ou prevencdo do DM2 e de dislipidemias e/ou condi¢Ges associadas, sendo a
dose terapéutica variando de 1000 mg a 6 gramas por dia (FOGEL, 2015).

3.3 Bauhinia forficata no tratamento da diabetes

A Bauhinia forficata possui Varios constituintes quimicos, destacando-se 0s
flavonoides, especialmente os glicosideos canferdlicos e quercetinicos. Dentre esses, 0
kaempferol 3,7-di-O-a-L ramnopiranosideo (kaempferitrina), é considerado como o marcador

quimico para as de folhas de B. forficata subsp forficata, uma vez que esta presente nesta, mas
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ausente em B. forficata Link subsp. pruinosa (Vogel) Fortunato & Wunderlin (FERRERES et
al., 2012; JORGE et al., 2004; MARQUES et al., 2012).

Devido a presenca desses compostos bioativos, a Bauhinia forficata exerce diversas
atividades benéficas ao organismo como antioxidante, antidiabética e hipoglicemiante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral, anticoagulante, com aplicacdo no tratamento de
doencas como cancer, sindrome metabolica, obesidade, ansiedade, osteoporose, Alzheimer e
diabetes (MARQUES et al., 2013).

Rolim et al., (2013) patentearam uma invencdo (BR1020130241504) que descreveu
uma composicdo farmacéutica efervescente para o tratamento de DM a base de extrato seco
de Bauhinia forficata. Essa formulacdo consistiu de extrato etanolico seco de Bauhinia
forficata (15% a 70%), base efervescente (36% a 76%), acido citrico (6% a 12%), acido
tartarico (10% a 24%), bicarbonato de sédio (20% a 40%), adjuvante de secagem (dioxido de
silicio coloidal) (10% a 30%), edulcorante (sucralose) (8% a 14%), um aglutinante
(polivinilpirrolidona), um excipiente (corante, aromatizantes, diluente, desagregante,
lubrificante, molhante, absorvente). A composicdo farmacéutica efervescente pode ser
apresentada na forma de po, granulado ou comprimido, sendo uma alternativa para 0s
pacientes diabéticos.

Da Cunha et al., (2010) realizaram um estudo em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina, no qual foram verificados os efeitos hipoglicemiantes de diferentes extratos
secos de B. forficata usando uma dose Unica de 200 mg/kg de peso corporal. Apds a
administragdo dos extratos de B. forficata, observou-se uma redugdo, em média, de 47,29% da
glicose plasmatica desses animais.

Salgueiro et al., (2016) investigaram os efeitos do cha de Bauhinia forficata link
subsp. pruinosa e o seu efeito contra o estresse oxidativo e danos no figado em ratos
diabéticos. Os resultados mostraram que o cha de B. forficata reduziu o estresse oxidativo,
mas ndo teve alteracdo na glicemia, diferente dos estudos ja citados anteriormente. Assim, 0s
pesquisadores inferiram que a auséncia da acdo hipoglicémica do cha da B. forficata pode ser
devido a inativacdo do composto kaempferitrina, principal substancia responsavel pela acdo
hipoglicémica, que pode ter sido perdida durante o preparo da infuséo ou auséncia da mesma
nesta espécie de Bauhinia estudada.

Pesquisa realizada com pacientes pré-diabéticos e diabéticos, que utilizaram uma dose
de 0,15% de infusdo de B. forficata, trés vezes ao dia, ap0s as refeigdes, durante trés meses,
mostrou que houve uma significativa reducdo da glicemia desses pacientes, sugerindo que o

cha dessa espécie poderia ser Util na prevencdo ou no tratamento complementar do DM2
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(TOLOZA-ZAMBRANO; AVELLO; FERNANDEZ, 2015). Outro estudo com pacientes
diabéticos que também fizeram uso da infusdo da B. forficata, obtiveram uma diminuicdo no
seu perfil glicémico durante o periodo da intervencéo (75 dias) (MORAES et al. 2010). Esses
resultados sdo semelhantes aos verificados por Zaccaron et al. (2014), que avaliaram a presséo
arterial e a glicemia em jejum de todos os usuarios portadores de DM2 de uma Unidade
Basica de Saude e constataram que 0s pacientes que tomaram o cha das folhas de B. forficata,
durante 180 dias, apresentaram diminuicdo dos valores da glicose, quando comparado com o
grupo de pacientes que ndo fizeram uso da infusdo, o que indica a eficécia desse fitoterapico
no tratamento dessa patologia.

4 Conclusao

Conclui-se que, essas patentes destacam os diferentes produtos desenvolvidos a base
de Bauhinia forficata e outros compostos bioativos utilizados na profilaxia e no tratamento da
diabetes mellitus, especialmente o tipo 2. Os produtos fitoterapicos estudados possuem
diversas vantagens, quando comparados aos farmacos hipoglicemiantes sintéticos, pois
controlam a glicemia sem causar efeitos adversos, além de apresentarem outras propriedades
funcionais bioldgicas, como atividade antioxidante, hipotensoras, hipocolesterolémicas,
anticoagulantes e anti-inflamatérias. As pesquisas demonstraram 0 crescente interesse da
industria farmacéutica e academias no desenvolvimento de hipoglicemiantes provenientes de
produtos naturais para o tratamento da diabetes mellitus, para melhorar a qualidade de vida

dos pacientes acometidos por esta patologia.

5 Opinido do perito

DM2 é um distarbio metabdlico caracterizado por hiperglicemia crdnica, sendo um
fator de risco cardiovascular, com alta morbimortalidade. Os niveis elevados de glicose pos-
prandial podem desencadear a producao de espécies reativas de oxigénio (EROS), diminuindo
a secrecao de insulina e interferindo na sua via de sinalizacdo, além de causar complicagdes
micro e macrovasculares (CAVALOT et al., 2011; GORST et al., 2015; MONNIER et al.,
2006; PICCONI et al., 2012; TORIMOTO et al., 2013).

O controle do metabolismo glicémico no DM é necessario para se evitar o surgimento
dessas complicacfes. O organismo tenta compensar 0 excesso de glicose e a resisténcia a

insulina constante, aumentando a producdo e a secre¢do de insulina. Entretanto, este
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mecanismo compensatorio ndo consegue atuar continuamente, progredindo para uma
inflamacdo sistémica e consequentemente uma reducédo da secrecao de insulina pelas células 8
e sua apoptose, ocasionando o avango da doenca (DEFRONZO, 2009; WEIR; BONNER-
WEIR, 2004).

Os flavonoides possuem propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
qguimiopreventivas. Estudos in vitro e in vivo verificaram que esses compostos sdo capazes de
eliminar os radicais livres e quelantes indutores de oxidacdo, reduzindo o risco de doencas
cardiovasculares, diminuindo a glicemia e melhorando a secrecéo e a sensibilidade a insulina
(HIRVONEN et al., 2001a; HIRVONEN et al., 2001b; KNEKT et al., 2002; SESSO et al.,
2003).

Com base nisso, a invencao (US20130231492) testou derivados de flavona in vivo e
constatou que houve um aumento no consumo, absorcao e utilizacdo de glicose das células
resistentes a insulina e viabilizou a transloca¢do do GLUT4, provando que estes compostos
podem ser aplicados na producdo de farmacos hipoglicemiantes. Na patente (JP2012102144)
foram testados extratos hidroalcoolicos de B. forficata associado a vitamina C e E, acido alfa-
lipoico, glutationa, carotenoides, coenzima Q10, zinco e selénio, que mostraram atividade
hipoglicemiante e antioxidante. A partir desses resultados, foram desenvolvidos um
medicamento e um suplemento alimentar.

Outros produtos patenteados para o tratamento da DM foram microgranulos, pellets,
comprimido ou pé com extratos de B. forficata e sementes de Jamboldao (RATHEE et al.,
2009) e um suplemento e uma formulacdo farmacéutica com quercetina, vitamina B3,
vitamina C e extrato de B. forficata (MANTHEY; GUTHRIE; GROHMANN, 2001).

Suplementos dietéticos hipoglicemiantes a base de B. forficata e outras plantas
fitoterapicas foram apresentados pelas patentes (US20060189512; US20150190446). A
invengdo (BR1020130241504) refere-se a uma composicdo farmacéutica efervescente na
forma de pd, granulado ou comprimido & base de extrato seco de Bauhinia forficata. Essa
invencdo difere das demais discutidas anteriormente, pois apresentou uma composi¢cdo em
que o efeito hipoglicemiante é Unica e exclusivamente proveniente do extrato etanolico de B.
forficata, enquanto nas outras invencdes ha a possibilidade de combinacdo terapéutica entre o
extrato de Bauhinia e pelo menos um agente hipoglicemiante oral, insulina e outros
compostos bioativos.

Assim, pode-se constatar que ha algumas invenc¢des com B. forficata para o tratamento
do DM2 e que das sete patentes analisadas, duas néo realizaram testes pré-clinicos, sendo que
destas, apenas (US20060189512; US20150190446) foram testadas em humanos. Portanto, a
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B. forficata pode ser um adjuvante eficaz no tratamento dessa doencga cronica e predente-se,
com esta revisdo de patentes, ampliar perspectivas para pesquisas sobre o tratamento de DM,
a base de produtos fitoterapicos, como a B. forficata, considerando também o crescente
interesse e investimentos em P & D por esta &rea pelas industrias farmacéuticas (BALBANI;
SILVA; MONTOVANI, 2009).
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Resumo

A Bauhinia forficata Link subsp. forficata ¢ uma planta medicinal, cujas folhas séo
usadas, principalmente, como hipoglicemiantes, devido a presenca de polifenois que atuam
como antioxidantes e anti-inflamatorios. Entretanto, esses compostos possuem baixa
biodisponibilidade, sendo necessarios 0 uso de técnicas que preservem as suas atividades
bioldgicas, como a microencapsulacdo. Assim, esse estudo teve como objetivo obter extratos
microencapsulados a partir da fracdo aquosa das folhas de B. forficata, por meio de spray
drying e caracteriza-los quanto ao teor de umidade, atividade de agua, densidade,
granulometria, reologia, morfologia (microscopia eletrdnica de varredura), anélises térmicas
(calorimetria exploratdria diferencial e termogravimetria), difracdo de raio-X, espectrometria
de infravermelho, andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a
espectrometria de massas, alem de avaliar a bioacessibilidade dos polifentis por meio da
digestdo in vitro e sua atividade antioxidante. As microcapsulas apresentaram morfologias
amorfas, adequadas a técnica de spray drying. Os extratos secos mostraram um
comportamento reoldgico de reducdo de cisalhamento (n<1). Os resultados da analise térmica
sugeriram um aumento na estabilidade das microcéapsulas. Os polifendis e flavonoides foram
bioacessiveis e apresentaram capacidade antioxidante ap6s o processo de digestdo in vitro.
Portanto, a microencapsulacdo desses extratos € uma opcdo vidvel para a preservacdo de
compostos bioativos, tornando-os bioacessiveis e com atividade antioxidante, os quais podem
ser aplicados em novas formulagdes farmacéuticas e produtos nutracéuticos.

Palavras-chave: Planta medicinal. Secagem por atomizacdo. Biocompostos. Digestdo
simulada. Capacidade antioxidante.
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1 Introducéo

Bauhinia forficata Link subsp. forficata é uma planta medicinal, pertencente a familia
Fabaceae, conhecida popularmente como "pata de vaca", cujas folhas sdo usadas,
principalmente, como hipoglicemiantes (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012). Além desse
efeito, outras atividades biologicas como antioxidante, anti-inflamatdrias e hepatoprotetoras
também sdo relatadas, sendo tais propriedades atribuidas aos polifendis, principais
constituintes quimicos desta planta (BODAKHE; RAM, 2007; DA CUNHA, et al., 2010;
DAMASCENO et al., 2004; ECKER et al., 2017; GUPTA et al., 2004).

Os polifendis sdo biocompostos de materiais vegetais, que incluem &cidos fendlicos e
flavonoides (CARLONI et al., 2013; KOMES et al., 2010; SASIKALA et al., 2018), que
inibem a peroxidacdo lipidica e interceptam os radicais livres, inibindo processos oxidativos
(DATTA et al., 2011). Apesar de ampla distribuicéo, a biodisponibilidade destes compostos é
baixa, sendo influenciada por fatores como cultivo, tempo de colheita e posi¢édo das folhas na
planta, bem como por tecnologias de processamento, com consequente reducdo de seus
beneficios antioxidantes (BAKKALBASSI et al., 2008; YANG et al., 2015; MAKILA et al.,
2017). Assim, sua protecdo com agentes encapsulantes torna-se necessario para uma melhor
utilizacdo desses compostos pelo organismo (D'ARCHIVIO et al., 2010; ERSUS;
YURDAGEL, 2007; JAFARI et al., 2008; WANG; LI; BI, 2017).

A técnica de microencapsulagdo mais comum para bioativos é a secagem por
atomizacdo, devido a sua viabilidade econdmica, com menor despesas operacionais, quando
comparada a liofilizacdo e a secagem a vacuo (MEDINA-TORRES et al., 2016;
SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2007). Possui também alta eficiéncia no
encapsulamento, baixo teor de umidade e atividade de agua, sendo eficaz para melhorar a
estabilidade e solubilidade de polifenois, causando uma melhor conservacéo e um aumento no
prazo de validade de produtos submetidos a essa técnica, tornando-os mais resistentes as
reacOes de escurecimento e hidrolise, oxidagdo lipidica, auto oxidacdo e outras atividades
enziméticas (MARQUES; FERREIRA; FREIRE, 2007; OZKAN; BILEK, 2014; ROCHA et
al., 2012; TAN et al., 2011).

Esse processo de encapsulacdo consiste na conversdo de suspensdes de agua em
microparticulas em pd, que sd@o compostas por um material de parede e um ndcleo (material
encapsulado) (BAKRY et al., 2016; REINECCIUS, 1988). O material de parede ¢ um fator

determinante na eficiéncia de microencapsulacdo e estabilidade dos po6s obtidos
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(KANDANSAMY; SOMASUNDARAM, 2012). Dentre os mais utilizados para solucdes
extrativas vegetais, destacam-se o didxido de silicio coloidal, que diminui a umidade residual,
bem como a higroscopicidade, otimizando as condi¢cdes de secagem e a maltodextrina que
possui baixo custo, alta solubilidade em &gua e baixa viscosidade em solucbes aquosas
(AMADO et a., 2014; MEDINA-TORRES et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2005).

A técnica de microencapsulacdo tem sido bastante utilizada para alcancar estabilidade
de polifendis e preservar sua bioatividade (KHAZAEI et al., 2014; MAHDAVI et al., 2014),
bem a utilizacdo das folhas de B. forficata, devido as suas propriedades biol6gicas. No
entanto, a maioria dos estudos tem focado nas folhas frescas ou extratos fluidos, com énfase
na extracdo por solventes organicos (CECHINEL-ZANCHETT; DE ANDRADE;
CECHINEL-FILHO, 2018; DE SOUZA et al., 2018), sendo que ainda ha poucos relatos sobre
os perfis fendlicos e atividades antioxidantes de extratos secos microencapsulados, a partir de
extratos aquosos das folhas dessa subespécie vegetal.

Apesar dos relatos sobre os beneficios desses compostos, a sua eficacia s6 pode ser
confirmada com estudos sobre sua biodisponibilidade, pois esta é influenciada por uma
variedade de fatores, tais como estrutura dos fitoquimicos, acdo mecanica, alteraces do pH e
atividade enzimatica no trato gastrointestinal. Qualquer composto pode ser considerado
potencialmente eficaz para a salde humana, mas somente se permanecer bioacessivel, apds
todas as fases envolvidas na digestdo gastrointestinal, por isso o conteudo biodisponivel para
a absorcdo deve ser avaliada (CELEP et al., 2017; REIN et al., 2013).

Os modelos de digestdo in vitro para simular 0 meio no trato gastrointestinal
representa uma alternativa simples, rapida e valida para avaliar a bioacessibilidade dos
compostos bioativos, de uma forma menos dispendiosa e demorada em relagcdo aos modelos
in vivo, pois sdo métodos facilmente conduzidos com resultados reproduziveis sem necessitar
de aprovacdo de comité de ética, apresentando correlagcbes com estudos in vivo e clinicos
(ALMINGER et al., 2014; GULLON et al., 2015).

Diante desse fato, este estudo teve como objetivo obter extratos secos, a partir da
fracdo aquosa das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata, por meio da
microencapsulagéo por spray drying e caracteriza-los quanto ao teor de umidade, atividade de
agua, densidade, granulometria, reologia, morfologia (microscopia eletrénica de varredura),
andlises térmicas (calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria), difracdo de raio-
X, espectrometria de infravermelho, analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
acoplada a espectrometria de massas, aléem de avaliar a bioacessibilidade dos polifendis por

meio da digestdo in vitro e sua atividade antioxidante.
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2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal, reagentes, padrdes e solucdes

As folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata foram obtidas, em Teresina,
Piaui, Brasil (5°03°7.2” S 42°77°26.4” O), durante 0 més de janeiro de 2018. A exsicata do
material vegetal esta depositada no Herbario Graziela Barroso, da Universidade Federal do
Piaui, sob voucher n°® 31423. Os compostos quimicos utilizados nas determinagdes de
substéncias bioativas, ensaios da capacidade antioxidante e as enzimas para o0 teste da
bioacessibilidade foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) e os reagentes
de grau CLAE da Merck® (Darmstadt, Alemanha). As solucdes eletroliticas, fluidos
fisiologicos salivares, gastricos e intestinais e as solugdes enzimaticas foram preparadas
conforme Fogliano et al. (2011) e Minekus et al. (2014).

2.2 Preparo dos extratos aquosos e secos das folhas de Bauhinia forficata Link subsp.

forficata

As folhas de B. forficata Link subsp. forficata foram submetidas a secagem em estufa
industrial, a uma temperatura de 40 °C, durante 52 h e, posteriormente foram pulverizadas em
moinho. Os extratos aquosos obtidos por decocgdo (EFDC) e por infusdo (EFIN) foram
preparados na proporcdo de 10% (m/v), conforme Menezes et al. (2007) para esta espécie
vegetal. Antes da secagem dos extratos por spray drying, determinou-se o residuo seco
segundo a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). O processo de secagem dos extratos foi
realizado utilizando-se um spray-dryer BUCHI B-290. As solugdes extrativas, constituidas de
70% de material vegetal, calculado de acordo com o residuo seco (0,0315 g/mL) foram
adicionados os adjuvantes de secagem ou agentes encapsulantes (maltodextrina e didxido de
silicio coloidal) e, sob homogeneizacdo, em agitador magnético, a preparacao foi submetida
ao aparelho nas seguintes condicdes: temperatura de entrada 110 °C, velocidade de fluxo 5,4

mL/min, injecdo 15%, pressdo de 0,9 barr e aspersdo em 70% (Figura 1).
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Figura 1- Obtencdo dos extratos microencapsulados das folhas de B. forficata Link subsp.

forficata por spray drying.

Fonte: Autoria prdpria (2018)

A concentracdo dos agentes encapsulantes foi de 30% (15% de dioxido de silicio
coloidal e 15% de maltodextrina), obtida por meio de um planejamento fatorial 22 de acordo
com Rolim et al. (2013), no qual obteve-se uma maior encapsulacdo e protecdo dos
constituintes bioativos dos extratos. Ap6s a microencapsulacéo, os extratos secos da decocgdo
(ESDC) e da infuséo (ESIN) foram armazenados em tubos Falcons e mantidos em dessecador
provido de silica para analises posteriores. O desempenho do processo de secagem (%DS) foi
determinado de acordo com a equacéo (1):

[Peso das microcapsulas obtidas depois da secagem] (1)

D5 =
% [(Peso inicial do material de parede + extratos fluides)] x 100

2.3 Umidade

O teor de umidade foi realizado no Laboratério de Alimentos, do Departamento de
Farmécia da Universidade Federal do Piaui (UFPI), sendo quantificado por meio do método

gravimetrico, no qual pesou-se trés gramas de cada amostra e estas foram secas em estufa a
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105 °C por trés horas, resfriadas em dessecador e, entdo, pesadas. Este procedimento foi
repetido até obtencdo de peso constante, de acordo com métodos descritos pela Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2012).

2.4 Atividade de agua

A atividade de agua das amostras foi realizada no Laboratorio de Alimentos, do
Departamento de Farmécia da Universidade Federal do Piaui (UFPI), a qual foi determinada,
segundo a AOAC (2012), utilizando-se o medidor de atividade de agua (Aw) (marca
Novasina, Aqualab, Sdo José dos Campos, Brasil). Aguardou-se 30 minutos para a
estabilizacéo da atmosfera e depois as amostras foram colocadas no aparelho.

2.5 Densidade

A densidade foi realizada no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Piaui (UFPI), a qual foi determinada
em um compactador automatico (Densimetro Copley 1V 2000¢). O p6 contido na proveta foi
submetido a 500, 750 e 1250 compactacGes e os parametros de analise foram 300
batidas/minuto, de acordo com Schiissele e Bauer-Brandl (2003). O procedimento foi
realizado até a obtencdo de um volume de pds em variacdo entre as leituras. A relacdo entre a
massa das amostras e 0 volume ocupado pelo pd antes e apds a compactacdo determinou as
densidades bruta (db) e compactada (dc). A avaliagdo da compactacdo do pé foi realizada

através da razdo de Hausner (Hr) e indice de Carr (%IC), utilizando as equacdes (2) e (3):

densidade compactada
Hr = d (2)

densidade aparente

(%IC) = (de—db) 100 3)
de

2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O estudo da microestrutura e avaliacdo da morfologia e superficie dos extratos secos

ESDC e ESIN foram realizados no Laboratorio de Microscopia Eletronica de Varredura, do
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Instituto Federal do Piaui-1FP1, no equipamento MEV (Shimadzu SSX-550 Superscan®). As
amostras foram fixadas em fita de dupla face de carbono e metalizadas com ouro por 15 min
(Metalizador Baltec® SCD 050), com a finalidade de tornar o material eletricamente condutor.
Em seguida, as amostras foram submetidas a uma atmosfera de plasma com os gases N2 — H:
com fluxos definidos e o controle da temperatura em torno de 300 °C por 1 hora. As

eletromicrografias foram obtidas em uma cdmara com tenséo de excitacdo de 15kV e 25kV.

2.7 Granulometria

A granulometria dos extratos secos foi realizada no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica, do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
utilizando tamises padronizados e superpostos em ordem decrescente de tamanho de poros
(20, 40, 60, 80 e 120mesh), montados sobre uma base com vibracdo magnética (Tamisador
Bertel®). Adicionou-se uma amostra de 30 g no tamis superior e o conjunto foi submetido a
tamisacdo por 15 minutos em amplitude 8. Apos a tamisacéo, as fracdes retidas em cada tamis
foram pesadas e as porcentagens do material retido foram calculadas. A determinagdo do
tamanho medio das particulas do p6 dos ESDC e ESIN foi efetuada de acordo com o método
da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).

2.8 Propriedades reologicas

As andlises reoldgicas foram realizadas no Laboratorio de Frutos, do Departamento de
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara. O comportamento reolégico dos
extratos secos da decoc¢do (ESDC) e da infusdo (ESIN) das folhas de B. forficata Link subsp.
forficata foi determinado segundo Medina-Torres et al. (2016), por meio de um redmetro
rotacional de cilindros concéntricos tipo Searle da Brookfield, modelo R/S plus SST 2000.

As medidas foram realizadas na temperatura de 25 °C, a qual foi ajustada através de
um banho termostatico acoplado ao equipamento, que forneceu os dados de tensdo de
cisalhamento e taxa de deformacéo utilizando o software RHEO V 2.8. As andlises reoldgicas
foram obtidas com variacéo da taxa de deformacéo de 0 a 500s™ (curva ascendente) e de 500
a 0s? (curva descendente), com um tempo de 1 minuto e leitura de 25 pontos para cada curva.
As leituras foram realizadas em triplicata e em cada medida foi utilizada uma nova amostra.
Foram tracadas as curvas da viscosidade aparente das amostras em funcdo das taxas de

deformacéo, utilizando-se os dados experimentais de viscosidade e valores tedricos calculados
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a partir do melhor modelo (Ostwald-de-Waelle).

2.9 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As andlises foram realizadas no Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avangados
(LIMAYV), da Universidade Federal do Piaui. As curvas de DSC foram obtidas em um maodulo
calorimétrico exploratorio diferencial DSC 910 (TA - Instruments) (tipo fluxo de calor),
acoplado a um analisador térmico TA2000 (TA - Instruments). Nos ensaios, utilizou-se
suporte de amostra de aluminio, atmosfera de ar e nitrogénio.

O equipamento foi previamente calibrado para temperatura utilizando como padrdes
os pontos de fusdo de indio (156,4 °C) e zinco (419,5 °C) metalicos, com pureza de 99,99%.
A calibracdo para energia foi efetivada com base na entalpia de fusdo do indio metalico,
AHfus = 28,5 Jg'. Foram calculados os fatores de correcio conforme procedimento e
especificacdo do fabricante. Para demonstracdo da influéncia dos diferentes parametros, foi
utilizado massa de cada amostra no valor de 3,0 mg, aquecida sob atmosfera dindmica de ar
sintético (100 mL.mint), variando a razdo de aquecimento de 2,5; 5,0; 10; 15; 20 e 40 °C
mint para cada amostra do ESDC e ESIN, segundo método proposto por Bazzo e Silva
(2005).

2.10 Termogravimetria (TG)

As andlises foram realizadas no Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avangados
(LIMAYV), da Universidade Federal do Piaui, de acordo Bazzo e Silva (2005). As curvas
termogravimétricas das amostras foram obtidas em triplicata por meio de termobalanca,
modelo DTG- 60H acoplado ao aparato DTA-TG, sob atmosfera de nitrogénio, fluxo de 50
mL.min, razdo de aquecimento 10°C.mint. As massas das amostras foram cerca de 5 mg,
acondicionadas em cadinho de aluminio. Verificou-se a calibragdo do instrumento

empregando-se uma amostra de oxalato de célcio.
2.11 Difragéo de raio-X (DRX)
As analises de difragdo de raio-X foram realizadas no Laboratorio de Espectroscopia

do Instituto Federal do Piaui, segundo Pumacahua-Ramos et al. (2015). As amostras foram

fixadas em suporte de vidro com fina camada de material em p6é sem solvente. Os



119

difratogramas dos extratos seco da decoccdo (ESDC) e extrato seco da infuséo (ESIN) foram
obtidos em difratdmetro Shimadzu®, modelo XRD6000, equipado com &nodo de cobre,
usando voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA. A amostra foi analisada no intervalo de

angulo 20 de 5 — 75° a uma velocidade de digitalizagdo de 2°/min.

2.12 Analise por espectrometria de infravermelho (IV-TF)

As andlises por espectrometria de infravermelho foram realizadas no laboratério de
Espectrometria da Universidade Estadual do Piaui, de acordo com a metodologia proposta por
Pumacahua-Ramos et al. (2015). Os espectros de infravermelho de ESDC e ESIN foram
obtidos no equipamento Spectrum 400 da Perkin Elmer® com dispositivo de refletancia total
atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike Tecnologies Spectroscopic Creativity) com cristal de
selénio. A resolucdo utilizada foi de 4 cm™ na faixa de 4000 — 500 cm™, pela técnica de
pastilhas de KBr.

2.13 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas - CLAE-MS"

Os extratos secos da decoccdo (ESDC) e da infusdo (ESIN) foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos acoplada a
espectrometria de massas sequencial com ionizacéo por eletrospray e analisador de armadilha
de ions (CLAE-PDA-ESI-IT-MS"), no Laboratério de Bromatologia, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de Sdo Paulo (USP), segundo Cuyckens e Claeys
(2004), utilizando uma coluna de fase reversa Luna C18 (2) HST (100 x 3,0 mm, 2,5 um;
Phenomenex, Torrance, CA, EUA).

As amostras foram filtradas com filtro de nylon 0,22 pm (Millipore, Sdo Paulo, Brasil)
¢ 20 pL foram injetados no sistema de CLAE. A fase mdvel foi constituida de dgua com 0,1%
de &cido formico (A) e acetonitrila (B), sendo executada a uma taxa de fluxo de 0,5 mL.min 2.
Um programa de gradiente de 22 minutos foi usado no estudo, iniciando com 0,1% de &cido
férmico e acetonitrila (95:5, v/v), seguido por aceleracdo até 8% de acetonitrila em 5 min,
aumentando para 15% em 8 min, mantendo-se nessa razdo por 2 min, e entdo subindo para
20% de acetonitrila em 12 min, depois para 35% em 15 min e finalmente houve um
decréscimo na proporcao de acetonitrila para 5%.

O sistema cromatografico foi um Shimadzu (modelo LC-20ADX Proeminence; Kyoto,
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Japdo) equipado com duas bombas de alta pressdo e PAD acoplado ao espectrémetro de
massa Bruker (modelo Amazon Speed; Billerica, MA, EUA) com analisador de armadilha de
ions e ionizacao por electrospray (ESI) operado em modo negativo e controlado pelo software
HyStar sob a seguinte condicdo: voltagem capilar, 3,5 kv; temperatura seca, 230°C; fluxo de
gés de dessolvatacdo (N2), 360 L / h; o intervalo m / z foi de 100-1000. As amostras foram
injetadas em triplicata e os polifendis e flavonoides foram identificados correlacionando seus
ions moleculares (m/z) e fragmentos principais com os padrées comerciais (Sigma Aldrich,
St. Louis, EUA).

2.14 Simulacdo in vitro da digestao gastrointestinal

A digestdo in vitro dos extratos secos microencapsulados das folhas de B. forficata
Link subsp. forficata, foi realizada no Laboratorio de Andlises de Alimentos do Instituto
Federal do Piaui (IFPI). O processo de digestdo simulado ocorreu em quatro etapas: oral,
gastrica, duodenal e simulacdo da acdo enzimatica da microbiota col6nica, conforme
protocolos de Fogliano et al. (2011) e Minekus et al. (2014). Os Fluido Salivar Simulado
(FSS), Fluido Gastrico Simulado (FGS) e Liquido Intestinal Simulado (FIS) foram
constituidos pelas solucdes de eletrdlitos, enzimas, CaCl, e gua.

Na fase oral, 0,5 g de cada extrato seco da decoc¢do (ESDC) e da infusdo (ESIN)
foram dissolvidos em 2,5 mL de agua e adicionados 3,5 mL de solucéo salivar fisioldgica, 0,5
mL de a-amilase, 25uL de CaCl; e 975 mL de agua, colocados em banho- maria por dois
minutos, a 37 °C, pH 7,0. Apés a essa etapa, o tubo falcon com a amostra foi centrifugado a
2177,28 g por 40 minutos, o material digerido com a a-amilase foi armazenado para analise
posterior, enquanto o sedimento foi misturados com 7,5 mL de FGS, 1,6 mL de solucdo de
pepsina, 5uL de 0,3 M CaCl,, 0,2 mL de HCI 6 M para atingir pH 3,0 e 695uL de &gua
(banho-maria por duas horas, a 37 °C, pH 3,0).

Apos a digestdo, o tubo foi centrifugado a 2177,28 g por 40 minutos, o material
digerido com pepsina foi retirado para analise posterior, enquanto o sedimento foi dissolvido
em 11 mL de FIS, 5 mL de pancreatina, 2,5 mL de bile, 40 uL de 0,3 M CaCly, 0,15 mL de
NaOH 1 M até atingir o pH 7,0 e 1,31 mL de agua (banho-maria por duas horas, a 37 °C, pH
7,0). Em seguida, a amostra digerida foi centrifugada e o sobrenadante armazenado. Ao
residuo oriundo dessa fase foi adicionada 2 mL de protease (banho-maria por uma hora, 37
°C, pH 8,0). Apos a centrifugacdo e separacdo do sobrenadante, a amostra digerida foi

finalmente tratada com 100 pL de Viscozyme.g™t (complexo multienzimatico contendo uma
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ampla gama de carboidrases, incluindo arabanase, celulase, B-glicanase, hemicelulase e
xilanase) e colocada em banho-maria por uma hora, a 37° C e pH 4,0. Para todas as etapas da
digestdo foi preparado branco, sem adicdo de amostras, para evitar a superestimacdo na

quantificacdo dos compostos analisados (Figura 2).

Figura 2- Simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal dos extratos microencapsulados das

folhas de B. forficata Link subsp. forficata.
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Fonte: Autoria prdpria (2019).
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2.15 Teor polifendis totais (PT) e flavonoides totais (FT)

As amostras digeridas em cada fase do processo de digestéo in vitro foram analisadas
quanto ao teor de polifendis totais e flavonoides totais, sendo realizadas no Laboratério de
Anélises de Alimentos do Instituto Federal do Piaui (IFPI). Os polifendis totais foram
analisados por Folin Ciocalteu em meio alcalino, medido a 720nm em espectrofotdmetro UV-
VIS e expressos em mg de acido galico.g™ de amostra, de acordo com Swain e Hills (1959).
Os flavonoides totais foram quantificados pelo método do tricloreto de aluminio (AICI3),
segundo Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999) e foram medidos a 510nm em

espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em mg de catequina.g™ de amostra.

2.16 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante total (CAT) dos extratos secos da decocgdo (ESDC) e da

infusdo (ESIN), apos a digestdo in vitro, foi estimada por dois diferentes ensaios: poder de
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reducdo do ion ferro (FRAP) e pela capacidade de absorcédo de radicais de oxigénio (ORAC).
A avaliacdo da capacidade redutora do ferro (FRAP) foi realizada no Laboratorio de Andlises
de Alimentos do Instituto Federal do Piaui (IFPI), segundo Arnous et al. (2002), na qual as
amostras reagiram por 30 minutos com solucdo de cloreto de ferro (3 mM), em banho-maria a
37 °C e depois adicionou-as na solucdo acida de 2, 4, 6 — tripiridil -1, 3, 5 — triazina (TPTZ),
sendo os resultados expressos em TEAC, em umol de Trolox.g™ de amostra.

O ensaio ORAC foi realizado no Laboratério de Bioaromas e Compostos Bioativos,
do Departamento de Ciéncias de Alimentos, da Faculdade de Engenharia de Alimentos, na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), conforme os métodos descritos por Prior,
Hoang, Gu (2003) e Davalos, Gémez-Cordoveés, Bartolomé (2004), com modificagbes. Os

resultados foram expressos em equivalentes de Trolox (umol de Trolox.mg™ de amostra).
2.17 Avaliagéo do indice de bioacessibilidade dos compostos antioxidantes
Para avaliar as alteracGes nos compostos bioativos, ao longo da digestdo

gastrointestinal in vitro, os indices de bioacessibilidade (IB) foram calculados de acordo com
a Equacdo (4), segundo Ortega et al., 2011).

100xE (4)

IB(%) =

Onde B é o teor de polifendis ou flavonoides ou atividade antioxidante pelos ensaios
FRAP e ORAC, quantificados no sobrenadante ap6s processo de digestdo, e C, a quantidade

desses compostos antes da digestdo, expressa nas mesmas unidades.

2.18 Analise estatistica

Os resultados dos compostos bioativos e da atividade antioxidante foram apresentados
como medias + desvios padrdo. Os dados foram analisados por meio do teste t-student, analise
de variancia (ANOVA) two-way, seguidos pelo teste de Tukey, utilizando os softwares
OriginPro (versdo 8) e o GraphPad Prism (versdo 6.0), com nivel de confianca de 95%
(p<0,05).
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3 Resultados e discussao

3.1 Rendimento percentual da secagem, teor de umidade, atividade de agua, densidade, razao

de Hausner e indice de Carr

Os resultados do desempenho de secagem, umidade, atividade de agua, densidade,
razdo de Hausner e indice de Carr dos ESDC e ESIN das folhas de B. forficata Link subsp.
forficata estdo demostrados na Tabela 1. A média geral dos rendimentos dos extratos secos de
B. forficata por spray drying foi 62,73 + 3,93% (ESDC) e 57,30 + 1,80% (ESIN), sendo uma

secagem eficiente, segundo Bhandari et al. (1997), por ser superior a 50%.

Tabela 1- Resultados do desempenho de secagem, umidade, atividade de agua, densidade,
razdo de Hausner e indice de Carr dos extratos secos da decoccdo (ESDC) e da infusdo
(ESIN) das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.

Parémetros ESDC ESIN
Rendimento (%) 62,73 + 3,932 57,30 + 1,80?
Umidade (%) 5,38 £ 0,08? 7,79+0,12°
Aw 0,37 +£0,01° 0,49 +0,01°
Densidade bruta (g/cm?®) 0,31 £ 0,05% 0,29 + 0,042
Densidade compactada (g/cmq) 0,38 + 0,012 0,36 + 0,022
Razéo de Hausner 1,25+0,10% 1,240,172
indice de Carr (%) 18,61+11,02° 19,00+6,66

Resultados expressos como médias + desvios padrdo (n=3). ESDC: Extrato seco da decocgdo. ESIN: Extrato
seco da infusdo. Aw: Atividade de agua. Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica
significativa entre os extratos. Teste t-student (p<0,05).

Fonte: Autoria propria (2018).

Vale ressaltar que a perda de pd durante a secagem por spray drying pode ser devido
ao deposito de algumas particulas do p6 na parede da camara de secagem e no filtro do
secador. Resultado semelhante foi obtido por Fang e Bhandari (2011), no qual a taxa de
recuperacdo do po seco de bayberry foi de 55 + 3%. Infusbes de Cinnamomum zeylanicum e
de Quercus resinosa microencapsuladas com maltodextrina tiveram um rendimento menor,
49,60% e 25%, de acordo com estudos realizados por Gallegos-Infante et al. (2013) e
Santiago-Adame et al. (2015).

O teor de umidade dos pds obtido foi 5,38 + 0,089.100g* e 7,79 + 0,12¢.100g* para
os ESDC e ESIN, respectivamente, com diferenca estatisticamente significativa entre ambos,
corroborando com os estudos de Araujo, Teixeira, Freitas (2010), Marreto, Freire, Freitas
(2006) e Souza et al. (2007) que também mostraram valores de umidade dentro da faixa de 3 a

8% para extratos secos. Com relacdo a atividade de agua, os valores foram inferiores a 0,5,
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sendo estes considerados baixos (< 0,75) de acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2010), apresentando estabilidade quimica e microbioldgica.

Os valores de densidade estiveram na faixa de 0,31 a 0,38g/cm®. Resultados similares
foram obtidos por Medina-Torres et al. (2016), em infusdes de Litsea glaucescens secas por
pulverizacdo, com valores de densidade na faixa de 0,30 a 0,33g/cm? e por Couto et al. (2011)
em extratos secos de Eugenia dysenterica (0,18 a 0,38 g/cmq).

Avaliaram-se também a razdo de Hausner e o indice de Carl, que s@o medidas
indiretas da densidade do p6. As razdes de Hausner (Hr) foram semelhantes entre os extratos,
possuindo um fluxo regular (Hr < 1,25). O indice Carr (%IC) variou de 18,0 a 20,0%,
possuindo uma compressdo satisfatoria (18-21%). Esses valores de Hr e %IC caracterizam 0s
pos como ndo coeso, de fluxo regular e boa compressdo, de acordo com Borini, Andrade e
Freitas (2009). Islam et al. (2017), em estudo realizado com pés de suco de laranja, obtiveram
valores de %IC de 22,50-23,59% e Hr na faixa de 1,23-1,30, o que indicou um p6 nao coeso

e de fluxo livre.

3.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

De acordo com as fotomicrografias dos extratos secos da decocgdo (ESDC) e da
infusdo (ESIN), as microcapsulas mostraram forma esférica, com tendéncia a aglomeracdes,
que podem estar relacionadas com as forcas de Van der Walls das particulas com as

moléculas de agua, tipicas de particulas secas por pulverizacdo (Figura 3).

Figura 3 - Fotomicrografias dos extratos secos da decoc¢do (ESDC) e da infusdo (ESIN) das
folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.

(a) ESDC: Extrato seco da decoccéo. (b) ESIN: Extrato seco da infuséo.
Fonte: Autoria prépria (2018).
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As irregularidades morfoldgicas na superficie das microcapsulas podem ser atribuidas
a rapida evaporacdo de goticulas liquidas, o que causa encolhimento das particulas com a
liberacdo de pequenas quantidades de ar que foram presos dentro das microcapsulas durante o
processo de secagem (MEDINA-TORRES et al., 2016). Da Cunha et al., (2010) também
caracterizaram por MEV um extrato seco por spray drying de B. forficata Link e observaram
particulas aglomeradas, esféricas com superficies lisas e com forma irregular e rugosidade

superficial.

3.3 Granulometria

As imagens das microcapsulas obtidas a partir dos extratos aquosos das folhas de B.

forficata Link subsp. forficata ESDC e ESIN podem ser observadas na Figura 4.

Figura 4 — Imagens de microcapsulas obtidas dos extratos secos das folhas de Bauhinia

forficata Link subsp. forficata.

(a) ESDC: Extrato seco da decocgdo. (b) ESIN: Extrato seco da infuso.
Fonte: Autoria propria (2018).

O estudo de distribuicdo granulométrica foi realizado pela técnica de tamisagdo e 0s
resultados demonstraram que os extratos ESDC e ESIN possuiram um tamanho médio de
particula de 0,179 e 0,202 um, respectivamente, representando 44,8 e 42,2% da massa retida,
sem diferenca estatistica entre eles (p>0,05) (Figura 5).

De acordo com Arpagaus, John, Collenberg (2017) cépsulas menores que 1 um de
didmetro podem ser classificadas como nanocapsulas, portanto ambos extratos estavam
adequados para a incorporacdo em capsulas e comprimidos, sendo classificado como po fino
pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Contudo, vale destacar a tendéncia que esses

materiais possuiam em formar aglomerados, como foi observado nas anélises morfoldgicas no
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MEV, o que pode justificar a maior resisténcia das particulas em atravessar os tamises de
menor abertura de malha.

Figura 5 — Granulometria dos extratos secos da decoccdo (ESDC) e da infusdo (ESIN) das
folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.
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ESDC: Extrato seco da decoccdo. ESIN: Extrato seco da infusdo. Teste t-student (p<0,05), ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os extratos.
Fonte: Autoria propria (2018).

3.4 Propriedades reologicas

No reograma, com as curvas de escoamento em regime de cisalhamento simples,
observou-se, para todas as amostras, um comportamento pseudopléstico (n <1) (Figura 6). O
ESIN mostrou maior viscosidade, em relagdo ao ESDC, nas mesmas condi¢cOes de secagem,
gue pode estar associada a particulas modais maiores, promovendo mais resisténcia ao fluxo,
como também pela influéncia dos pesos moleculares dos compostos bioativos presentes nesse
extrato, de acordo com Hill e Carrington (2006). Em altas taxas de cisalhamento (y > 400 s%),
ambas as amostras se sobrepuseram, observando-se que as viscosidades aparentes
diminuiram, tornando-as mais fluidas, comportamento caracteristico de fluidos
pseudoplasticos. Estudos que utilizaram a secagem por spray drying de infusdes de Litsea
glaucescens e Cinnamomum zeylanicum relataram resultados semelhantes (MEDINA-
TORRES et al., 2016; SANTIAGO-ADAME et al., 2015).
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Figura 6 — Reologia dos extratos secos da decocg¢do (ESDC) e da infusdo (ESIN) das folhas de

Bauhinia forficata Link subsp. forficata.
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ESDC: Extrato seco da decoccdo. ESIN: Extrato seco da infuséo.
Fonte: Autoria propria (2018).

3.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG)

Nas Figuras 7 e 8 sdo apresentadas as curvas da analise termogravimeétrica (TG),
curvas das derivadas da TG (DTG) e da calorimetria exploratdria diferencial (DSC).
Observou-se que até a temperatura de 400 °C, a amostra ESDC apresentou seis processos de
perda de massa e a amostra ESIN apresentou quatro, sendo uma perda de massa observada
antes de 100 °C, correspondente a dgua adsorvida. Por se tratar da mesma planta, porém
submetida a processos de extragdes aquosas diferentes (decoc¢édo e infusdo), pode-se afirmar
que a extracdo por decoccdo extraiu uma maior variedade de compostos organicos. O
percentual de massa, de ambas as amostras, nas temperaturas de 100 e 400 °C, foi semelhante,
sendo que a amostra ESDC apresentou somente 0,12 % a mais de massa (1,2 mg/g), em

relacdo a ESIN.
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Figura 7 — Curvas de calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria do extrato seco

da decoccéo das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.
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ESDC: Extrato seco da decoccéo.
Fonte: Autoria propria (2018).

Figura 8 — Curvas de calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria do extrato seco

da infuséo das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.
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As etapas de perda de massa evidenciadas na faixa de temperatura de 100 a 400 °C
ocorre devido a volatilizacdo dos compostos organicos extraidos da B. forficata Link. Na
faixa de temperatura de 100 a 200 °C, observa-se na amostra ESDC, dois processos de perda
de massa, com méximos de perda em 150 e 175 °C e na ESIN a perda nessa faixa ocorre em
um unico processo com maximo de perda em 160 °C. A volatilizacdo do kaempferol
provavelmente ocorre na ESDC no processo de degradagédo térmica observado entre 200 e 293
°C com maximo de perda em 262 °C, mas na ESIN esse mesmo processo ocorre de 200 a 270
°C com 0 maximo da perda em 245 °C. O processo de volatilizagdo da quercetina e de seu
derivado isoramnetina, provavelmente ocorre nos processos de degradagdo térmica que inicia
em 295 °C para ESDC e em 270 °C para ESIN e ambos vdo até 365 °C com maximos de
perda de massa em 317 e 300 °C, respectivamente, com base nas curvas de DTG.

A andlise da quantidade de massa perdida em cada processo foi realizada com base na
curva TG. Observou-se que no processo da faixa de 100 a 200 °C houve perda de 15,49 % na
ESDC e 12,78 % na ESIN. Na etapa de provavel volatilizacdo do kaempferol, a ESDC perdeu
22,28 % de massa e a ESIN 15,07 %, ja na etapa da possivel volatilizacdo da quercetina e de
seu derivado isoramnetina, a ESDC perdeu 11,96% de massa e a ESIN perdeu 19,76%.
Segundo Chen et al. (2010), essas perdas ocorreram por meio de processos exotérmicos como
pode ser observado na comparagdo da curva TG com a curva DSC de cada amostra (Figuras 7
e 8). Os caimentos das curvas de TG coincidem com elevacdes, mesmo que suaves, nas
curvas de DSC. Tais eventos termicos ocorrem mediante a volatilizagdo dos compostos
presentes na amostra, sendo que o comportamento térmico da amostra ESIN € indicativo de
uma amostra mais cristalina.

Ballesteros et al. (2017), analisaram termicamente amostras secas por spray drying de
grdos de café. As curvas de DSC e TG também observaram degradacdo de compostos
fendlicos das amostras quando estas foram expostas ao aquecimento até 500 °C, sendo
associado a despolimerizacdo e ramificacdo de carboidratos, compostos identificados também

na cromatografia (CLAE), com decomposic¢do do material a partir de 400 °C.

3.6 Difracéo de raio-X (DRX)

A Figura 9 apresenta os difratogramas dos extratos ESDC e ESIN, com caracteristicas
de substdncias amorfas, comum em extratos vegetais secos por spray drying. Verifica-se
também uma inclinagdo maior nos angulos iniciais dos difratogramas, formando uma “aureola

amorfa”, segundo Newman e Byrn (2003), fato que pode ser explicado pela presenca de
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carboidratos que, durante o processo de secagem, ndo conseguiram retornar a sua forma
cristalina e se organizaram de forma amorfa. Difratogramas semelhantes ao presente estudo
foram observados em extratos secos de Schinopsis brasiliensis e Hamamelis virginiana, com
e sem adjuvantes de secagem, cuja conformacao foi amorfa e formada por um ruido intenso, o
que sugere que a presenca do adjuvante ndo afetou o aspecto amorfo de extratos secos por
spray drying (FERNANDES et al., 2013; GALLO et al., 2011)

Figura 9 — Difratogramas dos extratos secos da decocgdo (ESDC) e da infusdo (ESIN) das
folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.
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ESDC: Extrato seco da decoccdo. ESIN: Extrato seco da infusdo.
Fonte: Autoria prépria (2018).

3.7 Analise por espectrometria de infravermelho (IV-TF)

Amostras de ESDC e ESIN foram analisadas em forma sélida por espectrometria 1V-
TF (Figura 10), na qual os espectros de ambos extratos mostraram caracteristicas similares,
com apenas uma absor¢do espectral mais diferenciada ao redor do nimero de onda de 1000
cm? no ESIN. Os espectros de FTIR mostraram uma banda de absorcdo tipica a um
comprimento de onda de A = 3300 cm™ ! caracteristica do grupo hidroxila (-OH). A banda
distintiva no nimero de onda de 1618 cm ! é atribuido ao anel C—C de fenila, presente nos

compostos fendlicos, conforme Schulz e Baranska (2007), sendo identificados também na
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cromatografia (CLAE). A banda a 1405 cm™ é devida a deformacio assimétrica de CHs, de
acordo com Agarwal, Tandon e Gupta (2006). A regido do nimero de onda entre 1200 e 950
cm? contém grupos funcionais principalmente de carboidratos. Lu et al. (2011), Medina-
Torres et al. (2016) e Ragupati Raja Kannan, Arumugam e Anantharaman (2011), em seus
estudos sobre o contetdo fendlico em Allium cepa, Allium oschaninii, Litsea glaucescns e

ervas marinhas, obtiveram espectros com bandas de absorcéo semelhantes.

Figura 10 — Espectros de absorcédo na regido do infravermelho dos extratos secos da decocgédo
(ESDC) e da infusdo (ESIN) das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.
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ESDC: Extrato seco da decoccdo. ESIN: Extrato seco da infusdo.
Fonte: Autoria prépria (2018).

3.8 Anélise dos extratos secos da decoccao (ESDC) e da Infusdo (ESIN) por cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-MS")

Os cromatogramas dos ESDC e ESIN estdo apresentados na Figura 11. As analises
pela cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos acoplada a
espectrometria de massas sequencial com ionizagdo por eletrospray e analisador de armadilha
de ions (CLAE-PDA-ESI-IT-MS") identificaram 28 picos nos dois extratos, sendo alguns com
a mesma relacdo massa/carga (m/z), mas por apresentarem tempos de retencdo ou espectros

de UV ou ions produtos diferentes, os mesmos foram considerados como moléculas
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diferentes. Dentre as substancias identificadas, quatorze estdo distribuidas em ambos extratos,

enguanto quatro estéo presentes no ESDC e trés sdo exclusivas de ESIN.

Figura 11 - Cromatogramas dos extratos secos da decocc¢édo (ESDC) e da infusdo (ESIN) das
folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.
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ESDC: Extrato seco da decoccdo. ESIN: Extrato seco da infusdo.
Fonte: Autoria propria (2019).

Foram identificados carboidratos simples e em cadeia, principalmente, na regido
inicial do cromatograma (tempo inferior a oito minutos), acidos fendlicos e seus derivados
glicosilados (entre 8 — 10 minutos) e flavonoides C- e O-glicosilados entre 10-20 minutos do
cromatograma, com excecdo dos picos 8 e 11 (4,4 e 5,7 minutos respectivamente) que
também sdo de flavonoides, estando em consonancia com os resultados da calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria (TG), da difracdo de raio-X (DRX) e da
analise por infravermelho (IV-TF).

No estudo de fragmentacGes sequenciais obtidos por espectrometria de massas foram
identificados dois &cidos carboxilicos simples e cinco sacarideos. Dentre os sacarideos
observou-se quatro picos cromatograficos com ion percussor [M—H]- m/z de 355 (picos
10,12,13 e 14). Em todos esses picos, a primeira fragmentacao referiu-se a uma perda de [M—
146—H]-, originando o ion m/z 209 como ion produto, mostrando tratar-se de isbmeros de um
sacarideo entre o acido sacérico (uma vez que os demais ions produtos formados séo idénticos
aos dos picos 1 e 3) O-glicosilada a uma ramnose, o &cido sacarico O-ramnosideo. Esse
sacarideo pode formar diversos isdmeros constitucionais, pois a parte da molécula referente a

ramnose pode realizar uma ligacdo em todas as hidroxilas disponiveis no &cido sacarico.
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O pico trés apresentou como ion referente a molécula desprotonada o m/z de 473. Sua
primeira fragmentacéo observada em MS?, mostrou a perda de [M—132—H]- referente a uma
pentose O-glicosilada formando o ion produto m/z 341. O ion produto m/z 161 foi formado
pela fragmentacéo de terceiro estagio ([MS® 473—341)] sendo referente a perda de [M—132—
162— H]- evidenciando uma perda de uma hexose e portanto o pico 3 trata-se de um
trissacarideo (Pentofuranosil-hexopiranosil (1—6) glicopiranosideo).

Os picos cromatograficos de numeros 15, 16, 17 e 18 apresentaram como molécula
desprotonada [M—H]- uma m/z 369 e sua fragmentacdo de segunda ordem originou um ion
produto m/z 223 (MS? [369]) pela perda de [M—146—H]-, referente a fragmentacdo da ligagdo
O-ramnose. O MS® de m/z 369 (MS? [369 — 223]) apresentou como ions produtos m/z 205
(100), 111 e 85 todos pertencentes ao acido sinapico, demostrando que as moléculas
desprotonadas nos picos 15, 16, 17, 18 e 21 referem- aos isdbmeros do acido sinapico-O-
ramnosideo.

Na categoria de acidos fenolicos o pico 19 apresentou o ion m/z 399 como ion
desprotonado e percussor do ion produto de segunda ordem m/z 223, formado mediante a
perda de [M—176—H]- relativo a fragmentacdo do ion ferrulato (&nion do &cido ferralico),
indicando a ligagdo da hidroxila do acido na hidroxila fendlica do &cido sinépico, uma vez
que m/z 223 e o fragmento de terceira ordem (MS® [399 — 223]), m/z 205 sdo pertencentes
ao referido acido. Portanto pode ser proposta a identificacdo do acido ferruloil-sinapico para o
pico 19 do cromatograma de ESIN.

Os picos de numero 11, 20 e de 23 a 28 apresentaram espectros de UV com bandas de
absorcdo entre 254 e 365 nm caracteristico de flavonois. O pico de nimero 11 apresentou
como ion ndo protonado a m/z 447, sendo que, sua fragmentacdo de segunda ordem
(MS?[447]), originou o ion produto m/z 315, através da perda de uma pentose O-glicosilada
([M—132-H]-), onde m/z 315 refere-se a aglicona do flavonol isoramnetina através da quebra
de ligagdo YO, segundo Cuyckens e Claeys (2004). Ferreres et al. (2012), em um estudo
realizado com algumas plantas do género Bauhinia, encontraram principalmente flavonoides
do tipo flavan-3-ol ou mais conhecidos como flavonaois.

Por intermédio da sua fragmentacéo de terceira ordem (MS? [447 — 315]), o ion mais
estavel formado foi m/z 152 pela fragmentacdo das ligacdes em posicdo 1,3A0, evidenciando
que a pentose se encontra ligada na posi¢éo trés do flavonoide, conforme Cuyckens e Claeys
(2004). Portanto pode-se propor que o pico 11 trata-se da isoramnetina-3-O-pentose.

Evidenciou-se que outros trés picos (25, 27 e 28) nos cromatogramas apresentavam o

ion m/z 315, referente a isoramnetina, seja na fragmentacdo de segunda ordem de sua
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molécula desprotonada (27) ou de terceira ordem (pico 25 e 28). As diferencas entre estes
picos encontram-se na ligacdo e nimero de sacarideos ligados a aglicona do flavonoide. O
pico 25 possui como fragmento MS? o jon produto m/z 623, referente a perda de uma ramnose
O-glicosilada ([M— 146 H]-), enquanto que o MS® forma os fons m/z 315, 300, onde o
primeiro refere-se a perda de uma rutinosil ou o dissacarideo ramnosil-hexosideo e 0 segundo
ion a perda de uma metila, presente na isoramnetina.

Portanto a molécula desprotonada do pico 25, que apresentou como ion percussor m/a
769, € a isoramnetina-3-O-ramsosil-rutinosideo. Esse bioativo também foi identificado por
Farag et al. (2015), nesta mesma espécie vegetal. O pico cromatografico em 15 minutos (pico
27) possui como molécula desprotonada o ion m/z 623 e por apresentar as mesmas
fragmentacbes sequenciais da molécula proposta anteriormente, deve-se tratar da
isoramnetina-3-O-robinobiosideo. J& o sinal em 15,3 minutos apresentou ion [M—H]- a m/z
477 e com fragmentos MS? e MS® sendo m/z 357 e 315 respectivamente, ou seja, 0 pico 28
apresentou uma quebra 0,2X da O-hexose ([M—H-120]-) na formac&o do seu ion produto MS?
enquanto o seu ion MS?2 foi formado pela perda YO ([M—120-H-]) para evidenciar a aglicona
desprotonada da isoramnetina. Por isso, a molécula desprotonada do pico 28 refere-se a
isoramnetina-3-O-hexose.

Outro flavonol identificado nos extratos microencapsulados de Bauhinia forficata
Link subsp. forficata, por meio dessa técnica, foi o kaempferol. Este flavonol apresentou
como ion desprotonado a m/z 285 e 0 mesmo encontrou-se presente nos ions dos picos 20, 23,
24 e 26 com os tempos de retencdo de 10,6, 12,8, 13,1 e 14,5 minutos. O flavonoide
identificado no pico 20 apresentou como ion desprotonado 0 m/z 885 e como seus ions
derivados o m/z 739 (MS?) e 0 m/z 575 e 285 (MS®).

Ao formar o ion de segunda ordem, o ion percussor m/z 885, apresentou uma perda de
uma ramnose O-glicosilada ([M-146—H]-), enquanto que o ion m/z 575 originou-se da
fragmentacdo de uma hexose O-glicosilada ([M—162—H]-) e 0 m/z 285 evidenciou a aglicona
do kaempferol mediante a perdas sucessivas de outras duas unidades de ramnoses,
demostrando tratar-se do kaempferol-3-O-ramnosil-rutinosideo.

Os picos 23 e 24, apresentaram ion desprotonado o0 m/z 739 e devido as fragmentacfes
sequenciais semelhantes ao pico 20 (MS? [739]: m/z 593 e (MS?® [739 — 593]: m/z 285), que
evidenciaram serem moléculas isdbmeras entre si, tendo o kaempferol como aglicona e perdas
sequenciais de uma ramnose e uma rutinose, portanto, os picos 23 e 24 podem ser nomeados
por dois isdmeros do kaempferol-O-ramnosil-3-O-rutinosideo, em consonancia com 0s
estudos realizados por Pizzolatti et al. (2003), Salatino et al. (1999), Ferreres et al. (2012),
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Farag et al. (2015), Santos, Fortunato e Spotorno (2018).

O pico 26 apresentou [M—H]- m/z 593, descrito anteriormente como ion produto do
fon 739, assim, a diferenca entre as duas moléeculas, encontrou-se na assertiva de que o [M—
H]- m/z 593, apresentou uma ramnose a menos do que o ion m/z 739, portanto, trata-se do
kaempferol 3-O-rutinosideo.

Na Tabela 2, encontram-se as identificacbes das moléculas dos extratos
microencapsulados de Bauhinia forficata Link subsp. forficata, baseadas no tempo de

retencdo, espectro de UV e fragmentacédo por espectrometria de massas sequencial.
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Tabela 2 - Identificagdo de moléculas presentes nos extratos secos da decocc¢do (ESDC) e da infusdo (ESIN) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-MS").

N.° Pico Tempo de UV (nm) [M-H]"  Fragmentos de [M-H] Proposta de identificacdo
retencéo
(minutos) ESDC  ESIN MS? MS3

1 1,0 - - 217/ 279 209,0 191 147; 85 Acido sacérico
2 1,1 + - 225/258 377,2 161 101, N&o identificado
3 1,1 - + - 473,2 341 161; 101 Pentofuranosil hexopiranosil-(1—6)-
hexosideo
4 1,3 - + 200/254 207,0 163 101; 83 Acido-2-hidroxi-2-[2,3,4-trihidroxi-
oxotetrahidro-furanil] acético
5 1,3 - - 200/254 223,0 205 111; 83 Acido sinapico
6 1,3 + - 218/262 377,1 179 161; 101 N&o identificado
7 1,8 + - 200/250 454,2 274 256; 164 N&o identificado
8 4,4 + + 219/288/313 4492 355 315 Néo identificado
9 4,9 + - 200/270/435 471,2 398 - N&o identificado
10 5,6 - + 204/227/31 355,1 209 191; 147; 85 Acido sacérico-O-ramnosideo
11 5,7 + + 202/223/313 447,2 315 152; 123 Isoramnetina-3-O-pentose
12 6,1 - + 312/221 355,1 209 191; 147, 85 Acido glucérico O-ramnosideo
13 7,1 + + 208/231/313 355,3 209 191; 147, 85 Acido glucérico O-ramnosideo
14 8,7 + + 226/314 355,3 209 191; 147, 85 Acido glucérico O-ramnosideo
15 9,4 + + 2271313 369,1 223 205; 111; 85 Acido sinapico O-ramnosideo
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Tabela 2 - Identificacdo de moléculas presentes nos extratos secos da decoc¢cdo (ESDC) e da infusdo (ESIN) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-MS").
(concluséo)

N.° Pico Tempo de UV (nm) [M-H]"  Fragmentos de [M-HJ Proposta de identificacao
retencao

(minutos) ESDC  ESIN MS? MS3
16 9,7 + + 224/313 369,2 223 205; 111; 85 Acido sinapico O-ramnosideo
17 10,0 + + 221/311 369,3 223 205; 111; 85 Acido sinapico O-ramnosideo
18 10,1 + + 225/269/316 369,3 223 205; 111; 85 Acido sinapico O-ramnosideo
19 10,4 - + 225/271/326 399,3 223 205 Acido ferruloil-sinapico
20 10,6 + + 229/266/347 885,7 739 575; 285 Kaempferol-3-O-ramnosil-ramnosil-
] rutinosideo
21 11,0 + + 204/255/353 369,1 223 205 Acido sindpico O-ramnosideo
22 11,8 + + 228/266/342 4415 395 249 N&o identificado
23 12,8 + + 203/266/346 739,6 593 285 Kaempferol O-ramnosil-3-O-rutinosideo
24 13,1 + + 203/266/346 739,7 593 285 Kaempferol O-ramnosil-3-O-rutinosideo
25 13,6 + + 203/255/353 769,6 623 315;300;255 Isoramnetina 3-O-ramnosil-rutinosideo
26 14,5 + + 226/266/343 593,2 285 255 Kaempferol 3-O-rutinosideo
27 15,0 + + 225/254/350 623,2 315 300; 271; 255 Isoramnetina 3-O-robinobiosideo
28 15,3 - + 232/268/334/366 4774 357 315; 300 Isoramnetina 3-O-hexosideo

ESDC: Extrato seco da decoccdo. ESIN: Extrato seco da infusdo. CLAE-PDA-ESI-IT-MS™ Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos
acoplada a espectrometria de massas sequencial com ionizacdo por eletrospray e analisador de armadilha de ions.

Fonte: Autoria propria (2019).
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3.9 Bioacessibilidade in vitro de polifendis e flavonoides

No presente estudo, realizou-se a bioacessibilidade de polifendis e flavonoides por
meio da digestdo oral, gastrica, intestinal e colbnica simulada dos extratos secos
microencapsulados da fracdo aquosa das folhas de B. forficata Link subs. forficata, ESIN e
ESDC. Os teores de polifendis e flavonoides totais dos ESIN e ESDC, bem como seus indices
de bioacessibilidade estdo apresentados na Tabela 3.

O contetdo total de polifendis do ESIN foi estatisticamente diferente entre as fases
oral (17,75 mg EAG.g?) e gastrica (14,80 mg EAG.g?), porém apos a fase duodenal, estes se
tornaram semelhantes (15,79 mg EAG.g?), diminuindo na fase col6nica (0,60 mg EAG.g™Y).
Ao se avaliar o indice de bioacessibilidade, considerando que a maior parte da absorcdo
desses compostos ocorre no duodeno, verificou-se que 52,68% dos polifendis estavam
bioacessiveis, em relagdo ao teor destes antes da digestdo. Pellegrini et al. (2018) e
Tagliazucchi et al (2010) obtiveram resultados semelhantes, constatando-se que a fase oral
afeta negativamente a recuperacdo dos polifendis, sendo liberados da matriz apés a fase
gastrica e, principalmente, apos a fase intestinal, devido as hidrélises &cida e alcalina nessas
fases.

Referindo-se ao ESDC, o contetido de polifendis apresentou um aumento significativo
estatisticamente, nas fases oral (7,83 mg EAG.g?Y), gastrica (13,79 EAG.g?) e duodenal
(16,99 EAG.g 1), com teores semelhantes ao ESIN, exceto na fase colonica (0,88 EAG.gY).
Vale ressaltar que os polifendis que ndo sao absorvidos no duodeno atingem o colon, onde a
microbiota coldnica hidrolisa os glicosideos em agliconas e as degrada para acidos
fendlicos simples, cuja atividade é de grande importancia para a acdo bioldgica, segundo
D’ Archivio et al. (2010).

Com relagdo aos flavonoides, no ESIN foram verificadas concentracdes diminuidas
em cada fase do processo digestivo (7,19 mg EAG.g?, 6,28 mg EAG.g?, 1,29 mg EAG.gY),
com 13,24% de flavonoides bioacessiveis apds o duodeno. No ESDC ocorreu uma diminuicao
da fase oral (3,56 EAG.g?) para a fase gastrica (1,13 EAG.g), com um aumento progressivo
na bioacessibilidade na fase duodenal (4,26 EAG.g™). Os teores de flavonoides, nesse extrato,
foram mais bioacessiveis, quando comparado ao ESIN, com um aumento de 139,21% apds a
digestdio no duodeno. Em contrapartida, Celep et al. (2018), em estudo com extrato
metanolico liofilizado, das partes aéreas de Lavandula stoechas, ndo encontraram diferengas

significativas nos niveis de polifendis e flavonoides, antes e apos a digestéo in vitro.
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Tabela 3 - Determinacdo espectrofotomeétrica de polifendis e flavonoides totais durante a simulagdo da digestdo in vitro dos extratos secos
microencapsulados de Bauhinia forficata Link subsp. forficata e indice de bioacessibilidade.

Polifenois (mg EAG. g?) Flavonoides (mg EC. g?)

ESIN ESDC ESIN ESDC
ND 20,98 + 0,082 21,49 + 0,14"A 9,78 + 0,28 3,06 + 0,03°A
Etapas da digestao gastrointestinal
Oral 17,75+ 1,77%® 7,83 +0,31°8 7,19 + 0,09%® 3,56 + 0,38"P
Gastrica 14,80 + 2,31% 13,79 + 0,26% 6,28 + 0,74% 1,13 £ 0,09°¢
Duodenal 15,79 + 1,21%8C 16,99 + 0,20%° 1,29 + 0,25%° 4,26 +0,32°°
Colénica 0,60 + 0,078 0,88 + 0,04% NI 0,13 +0,01F
indice de bioacessibilidade (%)
Oral 59,21 + 6,05% 36,42 + 1,284 73,57 + 3,12% 116,09 + 11,864
Gastrica 49,38 + 7,79°4 64,17 + 1,0 64,08 +5,91% 36,61 + 3,088
Duodenal 52,68 + 4,15 79,06 + 1,08 13,24 + 2,88% 139,03 + 8,86"C
Colénica 2,00 +0,23% 4,08 +0,23%° NI 4,24 +0,33°

Médias + desvios padrdo (n = 3). ESIN: Extrato seco infusdo. ESDC: Extrato seco decoc¢do. EAG: Equivaléncia em &cido galico. EC: Equivaléncia em catequina. ND: Néo
digerida. NI: N&o identificado. ANOVA two-way, pds-teste de Tukey (p<0,05). Letras mindsculas diferentes na mesma linha mostram diferencas estatisticamente
significativas. Letras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas. O indice de bioacessibilidade foi calculado com base no
teor de polifendis e flavonoides antes da digestéo.
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A absorc¢éo dos polifenois e flavonoides, liberados da matriz alimentar por mastigacéo,
depende de suas propriedades fisico-quimicas como tamanho molecular, configuracéo,
lipofilicidade, solubilidade e pKa, por isso h& divergéncias nos estudos com relacdo ao
contelldo desses compostos, apOs a digestdo in vitro. Para que estes compostos sejam
absorvidos no intestino delgado, seus grupos hidroxilas glicosilados precisam ser
biotransformados em agliconas, conforme ja constatado por Hollman et al. (1999), Kumar e
Pandey (2013), Pandey e Rizvi (2009).

3.10 Capacidade antioxidante dos polifenois durante a simulacédo da digestao in vitro

Para investigar a influéncia da digestdo gastrointestinal in vitro dos ESIN e ESDC das
folhas de B. forficata Link subsp. forficata, na capacidade antioxidante, foram empregados os
métodos da reducdo do ion férrico (Fe**) em ferroso (Fe?*) pelo ensaio FRAP e a capacidade
de absorcéo de radicais de oxigénio (ORAC) (Tabela 4).

Apos a digestdo, observou-se uma reducdo significativa na capacidade antioxidante do
ESIN, no ensaio FRAP, da fase oral (13,45 pmol Trolox.g?l) para duodenal (6,06 pmol
Trolox.g?), como também no ORAC, de 1902,22 pmol Trolox.mg™' para 366,44 pmol
Trolox.mg?, da fase oral para duodenal. Em contrapartida, no ESDC, a atividade de reducéo
férrica (FRAP), aumentou da fase oral (2,94 pmol Trolox.gl) para gastrica (11,27 pmol
Trolox.g), porém diminuiu na duodenal (7,80 umol Trolox.g™). A capacidade de absor¢do de
radicais de oxigénio (ORAC) também diminui da fase oral (793,47 umol Trolox.mg™?) para
duodenal (88,06 pmol Trolox.mg™). Em ambos extratos, a fase coldnica ndo teve atividade
antioxidante nos métodos estudados, com exce¢cdo do ORAC no ESDC (108,11 umol
Trolox.mg™).

Nos bioativos presentes na fase duodenal do ESIN observou-se uma atividade
aumentada (25,00%), no método ORAC, em relacdo ao ESDC (7,99%), fato relevante pois
esse método verifica a capacidade sequestradora das fragdes hidrofilicas e lipofilica
proporcional de um antioxidante frente a formacdo de uma radical peroxila, induzido pelo
AAPH (2,2’-azobis(2’-amidinopropano) dihidrocloreto) a 37 °C, semelhante a temperatura
corporal humana, cujo radical peroxila reage com a fluoresceina formando um produto ndo
fluorescente, segundo Davalos, Gomez-Cordovés, Bartolomé (2004) e Prior, Hoang, Gu
(2003).
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Tabela 4 — Capacidade antioxidantes dos extratos secos microencapsulados de Bauhinia forficata Link subsp. forficata nos ensaios FRAP (poder
de reducdo do ion ferro) e ORAC (capacidade de absorcao de radicais de oxigénio), antes e apos a digestdo e indice de bioacessibilidade da agao
antioxidante.

FRAP (pmol Trolox.g™}) ORAC (pmol Trolox.mg™?)

ESIN

ESDC

ESIN

ESDC

ND

Etapas da digestao gastrointestinal

118,86 + 0,824

57,68 + 0,934

1465,63 +1,97%4

1102,03+0,92PA

Oral 13,45 +0,11% 2,94 +0,17"8 1902,22 + 0,83 793,47 + 2,168
Gastrica 0,37 £ 0,213 11,27 +0,31°¢ 770,57 + 2,743 777,50 + 1,69°¢
Duodenal 6,06 + 0,61%° 7,80 + 0,85°° 366,44 + 0,49%° 88.06 + 2,65"°
Colonica SA SA SA 108,11 + 1,05F
indice de bioacessibilidade da ac&o

antioxidante (%)

Oral 11,31 +£0,02% 5,09 + 0,234 129,83 + 0,074 72,00 + 0,144
Géstrica 0,32 +0,17% 19,55 + 0,888 52,57 +0,11% 70,55 + 0,098
Duodenal 5,09 + 0,507 13,53 +1,45°C 25,00 + 0,02 7,99 +0,23°C

Colbnica SA SA SA 9,81 +0,08°

Médias + desvios padrdo (n = 3). ESIN: Extrato seco da infusdo. ESDC: Extrato seco da decocgdo. ND: N&o digerida. SA: Sem atividade. FRAP: Capacidade redutora do ion
férrico Fe* a Fe>. ORAC: umol trolox equivalente/mg. ANOVA two way seguida do pds-teste Tukey (p<0,05). Letras minUsculas diferentes na mesma linha mostram
diferencas estatisticamente significativas. Letras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas. O indice de bioacessibilidade
foi calculado com base na atividade antioxidante dos extratos antes da digestao.
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Resultados semelhantes foram verificados por Buniowska et al. (2017), cuja atividade
antioxidante total, de uma mistura de suco de frutas exdticas adocada com Stevia rebaudiana,
diminuiu nos ensaios ORAC, ap6s a digestdo gastrica. Celep et al. (2018), também
constataram uma redugéo na capacidade antioxidante total de extrato das folhas de L. stoechas
ssp. stoechas, ap6s a digestdo in vitro. Em contrapartida, Pellegrini et al. (2017), na
capacidade do poder de reducao férrica (FRAP), obtiveram uma atividade antioxidante, apos a

fase oral, maior do que a de sementes de quinoa ndo digeridas.

4 Conclusotes

As caracteristicas fisico-quimicas, granulométricas e morfoldgicas dos extratos
microencapsulados das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata mostraram-se
adequadas para sua utilizacdo em comprimidos e capsulas. A difracdo de raios X mostrou que
esses extratos possuiam caracteristicas amorfas. A espectroscopia no infravermelho e a
cromatografia de alta eficiéncia acoplada a espectroscopia de massas confirmaram que a
microencapsulagcdo preservou o0s compostos fenolicos, flavonois e seus derivados O-
glicosilados. Os polifentis e os flavonoides bioacessiveis de cada extrato apresentaram
atividade antioxidante, apds as fases oral, gastrica e duodenal da digestdo in vitro. Portanto,
esses extratos microencapsulados sdo promissores para a aplicacdo em novas formulagdes

farmacéuticas e produtos nutracéuticos.
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Resumo

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) caracteriza-se por uma hiperglicemia, devido a uma
deficiéncia de insulina causada por disfun¢do das células B pancreaticas, que pode ser
ocasionada pelo estresse oxidativo, com prevaléncia e morbimortalidade elevadas. Assim, a
Bauhinia forficata Link subsp. forficata € uma espécie vegetal com atividade antioxidante
significativa e que pode ser utilizada no tratamento dessa patologia e prevencdo de suas
complicagdes. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos hipoglicemiantes de extratos
microencapsulados, em camundongos diabéticos, bem como a toxicogenética por parametros
hematoldgicos, bioquimicos, histopatoldgicos, além de seus efeitos genotoxicos em multi-
orgdos. Realizou-se analises de bioativos e identificacdo dos compostos por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas, além da capacidade
antioxidante pelos ensaios da captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, pela captura do
radical 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico, poder de reducdo do ion ferro e
pelo método da capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio. Induziu-se 0 DM2 em
camundongos Swiss por estreptozotocina e administrou-se os extratos, por 28 dias, sendo
verificada a glicemia semanalmente e depois analisou-se 0s parametros bioquimicos,
hematoldgicos e histoldgicos. Os resultados mostraram que o extrato seco da infusdo (ESIN)
teve um teor de bioativos superior ao extrato seco da decoccdo (ESDC), bem como maior
capacidade antioxidante. A glicemia reduziu 77,26%, 57,79% e 45,15%, apds a
suplementacdo com ESIN (200 e 600 mg/kg/dia) e ESDC (600 mg/kg/dia), respectivamente,
guando comparados com o grupo diabético tratado com metformina (600 mg/kg/dia)
(21,53%). Observou-se também uma melhora da resposta glicémica nesses mesmos grupos,
além de uma recuperacdo das células B pancreaticas. Os extratos, na dose de 2000 mg/Kg,
apresentaram efeitos genotdxicos, na medula 6ssea e figado. Entretanto, esses efeitos néo
foram observados no pancreas e no sangue periférico os danos foram reparados ap6s 14 dias.
Assim, este estudo demonstrou que esses extratos, apresentaram atividade hipoglicemiante,
com um efeito benéfico superior ao da metformina, sendo potenciais agentes terapéuticos para

aplicacdes em formulacbes farmacéuticas para o tratamento do DM2.

Palavras-chave: Bauhinia forficata Link. Compostos bioativos. Capacidade antioxidante;

Atividade antidiabética.
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1 Introducéo

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca com elevada prevaléncia, que acomete 425
milhGes de pessoas em todo o mundo, podendo aumentar para 629 milhfes de adultos até
2045, sendo o diabetes tipo 2 (DM2) responsavel por mais de 90% dos casos. Embora haja
conhecimento sobre seus fatores de risco e diversas politicas puablicas com estratégias de
prevencdo, sua incidéncia continua aumentando globalmente, por isso pesquisas sobre DM e o
desenvolvimento de medicamentos sdo incentivadas para a busca de novas alternativas para
melhorar a qualidade de vida desses pacientes (CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017,
IDF, 2017).

A epidemiologia do diabetes tipo 2 € afetada por fatores genéticos e ambientais, sendo
que os fatores genéticos exercem seus efeitos ap6s a exposicdo as dietas hipercaldricas,
hiperglicidicas e hiperlipidicas associadas ao sedentarismo. Estudos identificaram variantes
genéticas de risco para DM2, mas constataram que estas respondem por apenas 10% do
fenotipo, sugerindo que a hereditariedade dessa doenca metabdlica € baixa. Sendo, portanto,
necessarios mais estudos para elucidar a suscetibilidade genética ao DM2 (GRARUP et al.,
2014; MORRIS et al., 2012).

A hiperglicemia é a principal caracteristica do DM2, devido a uma deficiéncia de
insulina causada por disfungéo das células B pancreéticas e resisténcia a insulina nos tecidos,
com morbimortalidade elevada e o surgimento de complicacdes a longo prazo, incluindo
retinopatia, nefropatia, danos nos nervos periféricos e doencas cardiovasculares, causando
incapacidade funcional e depressdo nos pacientes, além de uma sobrecarga financeira para a
familia, devido aos gastos com insulina, monitoramento da glicemia, antidiabéticos orais e outros
medicamentos, com um relevante impacto econdmico nos paises e nos sistemas de saude
(AJUWON; AYELESO; ADEFOLAJU, 2018).

Referindo-se a patogénese do DM2, concomitante a hiperglicemia e a hiperlipidemia,
0 estresse oxidativo tem desempenhado um papel relevante, sendo que no DM as
mitocdndrias sdo as principais geradoras das espécies reativas de oxigénio (EROs). Durante o
metabolismo oxidativo, um componente do oxigénio utilizado é reduzido a agua e o0 oxigénio
remanescente € transformado em radical livre de oxigénio (O-), que € que é convertido em
outro radical, como ONOO", OH e H.O> (KANGRALKAR; PATIL; BANDIVADEKAR,
2010; MOUSSA, 2008).

O aumento na producdo de EROs induz alteragdo na expressao e atividade de enzimas

antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), o que torna os tecidos
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mais suscetiveis ao estresse oxidativo, levando ao desenvolvimento das complicacGes
diabéticas (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016). Assim, os antioxidantes como os flavonoides,
que eliminam os radicais livres, podem ajudar a prevenir ou combater o DM2 e suas
complicagdes, pois atuam no metabolismo da glicose, diminuindo a glicemia e melhorando a
secrecdo de insulina e sua sensibilidade (HANHINEVA et al., 2010; WALTON, 2017).

A Bauhinia forficata Link é uma planta medicinal, pertencente a familia Fabaceae,
sendo uma espécie muito utilizada, nas formas de infusdo e decoc¢do, como hipoglicemiante
na medicina popular (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012). Diversos estudos relataram 0s
efeitos farmacoldgicos de suas folhas, devido & presenca dos flavonoides, principalmente
quercetina e kaempferol, sendo atribuido a um derivado deste ultimo, a kaempferitrina, 0s
efeitos antidiabéticos, bem como a prevencdo de complicacBes associadas ao estresse
oxidativo (ALKHALIDY et al., 2018; ECKER et al., 2017; DA CUNHA et al., 2010; JORGE
et al., 2004; KHALIL; PEPATO; BRUNETTI, 2008; PIZZOLATTI et al., 2003; SALATINO
et al., 1999; SALGUEIRO et al., 2016; SILVA et al., 2000; SOUSA et al., 2004; TZENG et
al., 2009; VINAYAGAM; XU, 2015).

Existem algumas drogas comercialmente disponiveis para o tratamento do DM,
entretanto, algumas delas ndo sdo acessiveis a populacdo, além de possuir efeitos adversos a
salde como disturbios gastrointestinais, hipoglicemia, ganho de peso, doengas
cardiovasculares, toxicidade hepatica e infec¢do do trato urinario. Por isso, a B. forficata Link
subsp. forficata pode ser uma alternativa viavel como coadjuvante no tratamento do DM2,
com efeitos colaterais minimos e baixo custo (DE PONTES et al., 2017; DE SOUZA et al.,
2018), sendo bastante promissora a sua utilizacdo como extratos secos microencapsulados
para serem aplicados em formas farmacéuticas, em relacdo aos fluidos, devido aos menores
custos de armazenamento e maior concentracdo e estabilidade das substancias bioativas
(ARPAGAUS et al., 2018).

No entanto, a maioria dos estudos com essa espécie vegetal foi realizada com folhas
frescas ou extratos fluidos com solventes organicos (CECHINEL-ZANCHETT; DE
ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2018; DE SOUZA et al., 2018). Assim, o presente trabalho
avaliou os efeitos hipoglicemiantes de extratos secos microencapsulados, em modelo animal
para diabetes induzidos por estreptozotocina, bem como sua toxicogenética por meio de
parametros hematoldgicos, bioguimicos, histopatoldgicos, além de seus efeitos genotoxicos
em multi-6rgdos para aplicacdo em novas formulagdes farmacéuticas, como um coadjuvante

no tratamento do diabetes mellitus tipo 2.
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2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal, Preparacéo dos Extratos, Produtos Quimicos e Reagentes

As folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata foram obtidas em Teresina,
Piaui, Brasil (5°03’7.2” S 42°77°26.4” O), em janeiro de 2018. A exsicata da planta foi
identificada e depositada na cole¢do etnoboténica do Herbario Graziela Barroso, da
Universidade Federal do Piaui, sob voucher n® 31423. As folhas de B. forficata foram
submetidas a secagem em estufa industrial, a uma temperatura de 40 °C, durante 52 h, e
posteriormente foram pulverizadas em moinho. Os extratos aquosos foram obtidos por
decoccéo e infusdo e foram preparados na proporcdo de 10% (m/v), segundo Menezes et al.
(2007) para esta espécie vegetal. O processo de secagem dos extratos foi realizado utilizando-
se um spray-dryer BUCHI B-290.

As solucdes extrativas, constituidas de 70% de material vegetal, calculado de acordo
com o residuo seco (0,0315 g/mL), foram adicionados os adjuvantes de secagem ou agentes
encapsulantes (maltodextrina e dioxido de silicio coloidal) e sobre homogeneizacdo, em
agitador magnético, a preparacdo foi submetida ao aparelho nas seguintes condicdes:
temperatura de entrada 110 °C, velocidade de fluxo 5,4 mL/min, injecdo 15%, pressao de 0,9
barr e aspersdo em 70%. A concentracdo dos agentes encapsulantes foi de 30% (15% de
dioxido de silicio coloidal e 15% de maltodextrina), obtida por meio de um planejamento
fatorial 22, de acordo com Rolim et al. (2013), no qual obteve-se uma maior encapsulagio e
protecdo dos constituintes bioativos dos extratos. Ap6s a microencapsulagdo, os extratos
secos da decoccdo (ESDC) e da decoccdo (ESIN) foram armazenados em tubos Falcons e
mantidos em dessecador provido de silica para analises posteriores.

Todos os produtos quimicos e reagentes necessarios para a realizacdo deste estudo
foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (Chem Ex. Co. St. Louis, Missouri, USA).

2.2. Compostos Fenolicos e Capacidade Antioxidante dos Extrato Secos (ESDC e ESIN)

As analises de polifenois e flavonoides foram realizadas no Laboratério de Analise de
Alimentos do Instituto Federal do Piaui (IFPI). Os polifendis totais foram analisados segundo
0 método proposto por Swain e Hills (1959), utilizando Folin Ciocalteu em meio alcalino,
medido a 720 nm em espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em mg de acido galico.g™ de

amostra. Os flavonoides totais foram quantificados pelo método do tricloreto de aluminio
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(AICI3), de acordo com Zhishen, Mengcheng e Jianming, 1999, os quais foram medidos a 510
nm em espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em mg de catequina.g™ de amostra.

A capacidade antioxidante foi realizada pelos métodos da captura do radical DPPH"
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil), pela captura do radical 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico) (ABTS™), poder de reducdo do ion ferro (FRAP), realizadas no Laboratério
de Analises de Alimentos do Instituto Federal do Piaui (IFP1) e pelo método da capacidade de
absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC), realizado no Laboratério de Bioaromas e
Compostos Bioativos, do Departamento de Ciéncias de Alimentos, da Faculdade de
Engenharia de Alimentos, na Universidade Estadual de Caminas (UNICAMP). O método de
sequestro do radical DPPH- foi realizado segundo Kim et al. (2002), com mensuracdo a 517
nm, em espectrofotdmetro UV-VIS, apds 30 minutos do inicio da reacdo. Os resultados foram
expressos em Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC), em pmol de Trolox.g*
de amostra.

A atividade antioxidante, pelo método de sequestro do radical ABTS™, foi executada
de acordo com Re et al. (1999), mensurada a 734 nm, em espectrofotdmetro UV-VIS, apds
seis minutos do inicio da reacdo. Os resultados foram expressos em TEAC, em umol de
Trolox.g? de amostra. O poder de reducéo do ion ferro (FRAP) foi avaliado segundo método
proposto por Arnous et al. (2002). As amostras reagiram por 30 minutos com solugdo de
cloreto de ferro (3 mM), em banho-maria a 37 °C. Adicionadas a solucdo acida de 2, 4, 6 —
tripiridil -1, 3, 5 — triazina (TPTZ) e mensuradas a 620 nm, em espectrofotometro UV-VIS,
ap6s 10 minutos. Os resultados foram expressos em equivalentes de Trolox (umol de
Trolox.mg* de amostra).

O ensaio ORAC foi realizado conforme os métodos descritos por Prior, Hoang, Gu
(2003) e Davalos, Gomez-Cordovés, Bartolomé (2004). As reacdes foram realizadas em
microplacas de poliestireno, especificas para reacdes de fluorescéncia, contendo 96
compartimentos (Corning Co®, NC, USA). Para cada leitura de placa foi preparada uma curva
padrdo de trolox especifica para a avaliacdo da fragdo hidrofilica, seguida de diluicbes
apropriadas. Todas as leituras foram realizadas pelo leitor de microplacas NOVOstar (BMG
Labtech®, Offenburg, Germany), acompanhado com o Software de analise de dados MARS
Data Analysis versdo 1.3 (BMG Labtech®, Offenburg, Germany).

Os resultados foram expressos em pmol equivalentes de Trolox, utilizando-se a curva
padrdo de Trolox, realizada para a fragdo hidrofilica (ORAC-H). A &rea da perda de
fluorescéncia de uma amostra foi calculada subtraindo a area correspondente a do controle.

As leituras foram realizadas em triplicata e os valores expressos como umol Trolox
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equivalente (TE).mg™ de amostra. As concentrages dos extratos utilizadas para essas analises

foram 0,04 g/mL de agua.

2.3 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas- CLAE-MS"

As andlises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Bromatologia, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de Sdo Paulo (USP). Os principais
polifendis totais e flavonoides foram separados, identificados e quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos acoplada a
espectrometria de massas sequencial com ionizacgdo por eletrospray e analisador de armadilha
de ions (CLAE-PDA-ESI-IT-MS"), segundo Cuyckens e Claeys (2004), utilizando uma
coluna de fase reversa Luna C18 (2) HST (100 x 3,0 mm, 2,5 um; Phenomenex, Torrance,
CA, EUA).

As amostras foram filtradas com filtro de nylon 0,22 um (Millipore, Sdo Paulo, Brasil)
e 20 pL foram injetados no sistema de CLAE. A fase movel foi constituida de agua com 0,1%
de 4cido formico (A) e acetonitrila (B.), e foi executada a uma taxa de fluxo de 0,5 mL.min L.
Um programa de gradiente de 22 minutos foi usado no estudo, iniciando com 0,1% de &cido
férmico e acetonitrila (95:5, v/v), seguido por aceleracdo até 8% de acetonitrila em 5 min,
aumentando para 15% em 8 min, mantendo-se nessa razao por 2 min, e entdo subindo para
20% de acetonitrila em 12 min, depois para 35% em 15 min e finalmente houve um
decréscimo na proporcao de acetonitrila para 5%.

O sistema cromatografico foi um Shimadzu (modelo LC-20ADX Proeminence; Kyoto,
Japdo) equipado com duas bombas de alta pressdo e PDA acoplado ao espectrémetro de
massa Bruker (modelo Amazon Speed; Billerica, MA, EUA) com analisador de armadilha de
ions e ionizacao por electrospray (ESI) operado em modo negativo e controlado pelo software
HyStar sob a seguinte condicdo: voltagem capilar, 3,5 kv; temperatura seca, 230°C; fluxo de
gés de dessolvatacdo (N2), 360 L / h; o intervalo m / z foi de 100-1000. As amostras foram
injetadas em triplicata e os polifendis e flavonoides foram identificados correlacionando seus
ions moleculares (m/z) e fragmentos principais com os padr@es comerciais (Sigma Aldrich,
St. Louis, EUA).
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2.4 Protocolo Experimental com Animais

Camundongos machos (Mus musculus), linhagem Swiss, de dois a trés meses de idade,
com 20 a 30 gramas, foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os
animais foram mantidos em ambiente controlado de temperatura (23° = 1°C), em ciclo
claro/escuro de 12 horas (periodo claro de 6h — 18h), com livre acesso a dgua (ad libitum) e
racdo comercial para roedores.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFPI (CEEA/UFPI N° 008/12) e desenvolvido seguindo as Normas de bem-estar e
biosseguranca na experimentacdo animal propostas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo
Animal (CONCEA). Os experimentos com os camundongos foram realizados no Laboratorio
de Pesquisa em Genética Toxicoldgica — LAPGENIC, do Departamento de Farmacia e no
Laboratorio de Fisiologia, ambos da Universidade Federal do Piaui (ANEXO A).

2.4.1 Testes de toxicidade aguda dos extratos secos da decocc¢do (ESDC) e da infusdo (ESIN)
das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata

Estudos de toxicidade oral aguda foram realizados de acordo com Guia da
Organizacdo de Cooperacdo e de Desenvolvimento Econémico (OECD, 2002). Os
camundongos foram alocados em quatro grupos (n=5), sendo que dois grupos receberam uma
solugdo aquosa com o0s extratos secos microencapsulados das folhas de B. forficata Link
subsp. forficata (ESIN2 e ESDC2), outro grupo que recebeu a solucdo somente com o0s
adjuvantes de secagem (ADJV2) e um grupo controle negativo (NA) que recebeu somente
agua destilada. A dose administrada, via gavagem orogastrica, foi de 2000 mg/kg de peso
corporal.

Os animais foram monitorados para analise de sinais de toxicidade por meio do
screening hipocratico, que fornece uma estimativa geral da toxicidade da substancia sobre o
estado de consciéncia e disposicdo geral, atividade e coordenacdo do sistema motor, reflexos e
atividades sobre os sistemas nervoso central e autbnomo conforme Malone e Robichaud
(1983), Cunha et al. (2009) e Cunha et al. (2013).

Esse monitoramento ocorreu durante a primeira hora ap6s a administracdo das
substancias e periodicamente, nas primeiras 24h, com especial atencdo nas primeiras 4h,

sendo o experimento realizado em trés momentos: primeiro dia (T0), sétimo dia (T7) e 14 dia
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(T14), além da avaliacdo ponderal nesses trés tempos.

Os parametros avaliados foram a triagem da atividade geral do animal, tremor vocal,
irritabilidade, resposta de forca, aderéncia da cauda, contor¢do, tébnus corporal, forca no
agarramento, coordenagdo negativa, reflexo corneal, tremores, convulsdo, hipnose, ptose
(inclinacdo ou queda da palpebra superior), miccdo, defecacdo, piloerecdo (erecdo
involuntaria ou ericamento dos pelos), respiracdo e mortalidade, conforme Brito (1994) e
Silva et al. (2016). Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas para 0 monitoramento
do consumo de ragao, &gua e eliminacdo das excretas, durante 14 dias.

Para avaliacdo genotoxica durante o estudo de toxicidade aguda, realizou-se o ensaio
cometa em diferentes tecidos e sangue periférico. A versdo alcalina do ensaio cometa foi
realizada conforme descrito por Dos Santos et al. (2012) e Speit, Rothfuss (2012). Aliquotas
de 10 pL de sangue periférico caudal de camundongos machos foram colhidas, no sétimo dia
(T7) e 14 dia (T14) de tratamento e submetidas ao ensaio cometa. No 14 dia de tratamento,
aliquotas de 10 puL de homogenato celular de medula 6ssea, pancreas, figado e sangue
periférico também foram colhidos e submetidas ao ensaio cometa.

O material celular foi misturado com uma fina camada de agarose low melting point
0,75% (90 pL) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose controle negativo a 1,5%.
As laminas foram mergulhadas em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM
Tris, pH 10 com adicdo de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do uso) por até 72
horas a 4°C. Em seguida, as ldaminas foram incubadas em tampéo alcalino (NaOH 300 mM e
EDTA 1 mM, pH > 13) por 20 minutos e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica
de 300 mA e 25 V (0.90 V/cm) por 15 minutos em cuba de eletroforese.

Ao final, as ldminas foram neutralizadas com tampéo Tris 0,4 M, pH 7.5 e coradas
com solucdo de prata. Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de
danos (%FD). O ID foi calculado por meio da férmula: ID = X (nimero de células em
determinada classe de dano X classe de dano), que variou de 0 a 400. E FD pela seguinte
formula: FD = 100 — n° de células classe 0. A medula 6ssea foi colhida da epifese com soro
bovino fetal, centrifugada a 1500 rpm. Apds a colheita do figado e do pancreas, 0s 6rgaos

foram macerados em PBS, centrifugados e submetidos ao procedimento supracitado.

2.4.2 Inducgéo do diabetes

Um total de 37 camundongos machos foram utilizados para induzir o diabetes, por

meio de uma injecdo intraperitoneal de solucdo recém-preparada de estreptozotocina (STZ,
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Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA), em dose Unica na concentracdo de
150mg/kg de peso, dissolvida em 0,01 M tampdo citrato (pH 4,5), ap6s um jejum de 12 horas
segundo Salgueiro et al. (2016). Os camundongos saudaveis receberam o mesmo volume de
veiculo (tampéo citrato). Setenta e duas horas apos a inducdo, o nivel de glicose no sangue
dos camundongos foi medido tomando uma gota de sangue da ponta da cauda e colocada em
um glicosimetro On Call Plus. Os camundongos com glicemia de jejum > 240 mg/dL foram

considerados diabéticos para este experimento.

2.4.3 Desenho experimental

Apols o estabelecimento do modelo de DM2, os camundongos foram divididos
aleatoriamente em sete grupos com cinco animais cada. O grupo controle negativo (NA) e o
grupo diabético (DA) receberam somente agua destilada, outro grupo diabético (DM) foi
tratado com metformina (DM), na dose de 600mg/kg/dia, e os grupos de tratamento foram
administrados com ESIN e ESDC nas doses de 200 mg/kg/dia (DSIN2 e DSDC2) e 600
mg/kg/dia (DSIN6 e DSDCS6).

As doses utilizadas nesse estudo foram determinadas a partir do resultado de testes de
toxicidade, e também guiados por doses utilizadas em estudos anteriores realizados por Da
Cunha et al. (2010), Pereira et al. (2014) e Sousa et al. (2015). Todas as amostras foram
administradas por via oral através de uma canula orogastrica, por um periodo de 28 dias e 0s
animais foram pesados semanalmente. Amostras de sangue da veia caudal foram colhidas a

cada sete dias, apds um jejum noturno de oito horas para estimativa da glicemia.
2.4.4. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Durante a ultima semana de tratamento, o0 TOTG foi realizado nos camundongos, apés
jejum noturno de 12 horas, de acordo com Pan et al. (2017) e Zhu et al. (2017). Administrou-
se uma solucdo oral de glicose (solucdo aquosa a 40%), na dose de 2 mg/kg de peso corporal.
Em seguida, o sangue foi colhido da veia da cauda dos camundongos nos tempos 0, 30, 60, 90
e 120 minutos apds a administracdo da glicose, a qual foi aferida usando o glicosimetro.

2.4.5 Colheita de Sangue e Tecidos

2.4.5.1 Determinacdo de parametros hematologicos e bioquimicos
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Apos o periodo experimental, os animais foram anestesiados com tiopental de sodio
(40 mg.kg?, intraperitoneal (i.p.)) e receberam pré-analgesia de lidocaina (10 ou mg.kg?,
i.p.). As amostras de sangue foram colhidas por puncdo cardiaca e acondicionadas em
microtubos com anticoagulante EDTA (&cido tretracético), na concentracdo de 10 mg/dL,
para analisar os seguintes parametros hematoldgicos: eritrdcitos, hematocrito, hemoglobina,
contagem total de leucdcitos, neutrofilos, eosinofilos, basofilos, mondcitos e plaquetas), por
meio do analisador automaético de células hematolégicas Advia 120/hematology (Siemens),
segundo Ferreira et al. (2016).

Realizou-se também testes bioquimicos com as amostras de sangue, conforme Ribeiro
et al. (2012), nos quais o sangue foi centrifugado a 3000xg por 10 min a 4°C, imediatamente,
e o soro foi obtido para determinacdo dos niveis de glicose, colesterol total (CT),
triglicerideos (TG), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia
e creatinina. Os ensaios foram realizados em aparelho automatico Labmax 240 com sistemas
comerciais da LABTEST®. Apds a morte do animal, foram colhidos coracdo, pulmdes,
estdmago, figado, pancreas e rins, os quais foram limpos com solucdo de NaCl a 0,9%,
pesados para calcular o indice relativo de cada 6rgdo, sendo os trés ultimos érgdos fixados

com formol a 10% para analises histopatolégicas.

2.4.5.2 Exame histopatolégico

Os exames histopatolégicos foram realizados no Departamento de Histologia e
Embriologia da Universidade Federal do Piaui. Os procedimentos foram realizados de acordo
com Li et al. (2012) e Wang et al. (2017), nos quais os tecidos do figado, rins e pancreas
foram desidratados em séries crescentes de etanol (70 - 100%), diafanizacdo em xilol, seguido
de inclusdo em parafina histoldgica. Os blocos de inclusdo foram seccionados, em micr6tomo
convencional, em uma espessura de 3 um e os cortes obtidos foram submetidos ao processo
de coloracdo por hematoxilina e eosina e as laminas coradas foram examinadas em um

microscopio eletronico.

2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como meédias = desvios padrdo ou erros médios

padrdo (E.P.M.). Os dados foram analisados por teste de t-student para o teor de fendis e
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capacidade antioxidante, analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey para os demais
experimentos e teste de Bonferroni para avaliagdo genotdxica. Esses dados, assim como as
correlagdes e graficos, foram analisados usando GraphPad Prism (versdo 6.0), com nivel de
confianca de 95% (p<0,05).

3 Resultados e discussao

3.1 Compostos Fenolicos e Capacidade Antioxidante dos Extratos Secos da decoccao (ESDC)
e da infusdo (ESIN)

A Tabela 1 mostra a quantificacdo de polifendis, flavonoides e a capacidade
antioxidante dos extratos secos microencapsulados das folhas de B. forficata Link subsp.
forficata (ESIN e ESDC), pelos métodos da captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH"), captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTSe+),
poder de reducdo do ion ferro (FRAP) e pelo método da capacidade de absorcdo de radicais
de oxigénio (ORAC). O teor de polifenois totais e flavonoides apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os extratos, sendo possivel inferir que o ESIN (29,98 mg
EAG.gte 9,78 EC. g?1) contém mais bioativos do que o ESDC (21,49 mg EAG.g* e 3,06
EC.g%). Os resultados deste estudo, apresentam valores de flavonoides superiores ao obtidos
por Da Cunha et al (2010), para extratos secos em estufa e por spray drying das folhas de B.
forficata.

Tabela 1- Conteudo de polifendis, flavonoides e capacidade antioxidante dos extratos secos da
decoccdo (ESDC) e da (ESIN) das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.

ESIN ESDC
Polifenois (mg EAG. g)! 29,98+ 0,08 21,49+0,14°
Flavonoides (9,78 EC. g1)? 9,78+0,282 3,060,03°
DPPH: (umol Trolox.g™ )3 101,600,35° 64,72+0,47°
ABTS™ (umol Trolox.g)3 8,12+0,01° 7,1120,01°
FRAP (umol Trolox.g™)3 118,86+0,82% 57,68+0,93"
ORAC (umol Trolox.mg)* 1465,63 +1,97° 1102,03+0,92°

Os valores sdo apresentados como médias * desvio padréo. ESIN: extrato seco da infusdo. ESDC: extrato seco
da decocgdo. DPPH-: captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil. ABTS«+: captura do radical 2,2 -azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico). FRAP: Poder de reducdo do ion ferro. ORAC: Capacidade de absorcao
de radicais de oxigénio. " letras diferentes na mesma linha mostram diferencas estatisticamente significativas
entre os extratos (p<0,05; pelo teste t-student); ! expressos em mg de equivalente de acido galico.g? dos extratos
secos para polifenois totais (PT); 2 mg de equivalente de catequina.g™ dos extratos secos para flavonoides totais
(FT); ® umol de equivalente de trolox.g™ dos extratos secos;  pmol trolox equivalente.mg* de amostra.
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Referindo-se a atividade antioxidantes desses extratos, também foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre eles, em todos os ensaios (DPPH, ABTS,
FRAP e ORAC), nos quais 0 ESIN obteve maior atividade (101,60 pmol Trolox.g?, 8,12
umol Trolox.g?, 118,86 umol Trolox.g?, 1465,63 umol Trolox.mg™), em relagio ao ESDC
(64,72 pmol Trolox.g?, 7,11 pmol Trolox.g?, 57,68 pmol Trolox.g?, 1102,03 umol
Trolox.mg™), mostrando que os tipos de flavonoides extraidos no processo de infuséo tiveram
uma melhor resposta ao estresse oxidativo (Tabela 1).

No presente estudo, ambos extratos apresentaram capacidade antioxidante, no ensaio
ORAC, superior a do &cido ascérbico (1136,0 umol trolox eq/g) e a de extratos etandlicos
obtidos no estudo de Franco et al. (2018), para a mesma espécie vegetal, 855,8 umol trolox
eqg/g, mostrando que o processo de extracdo e microencapsulacdo dos extratos estudados
preservaram o contetido de compostos fendlicos e sua atividade antioxidante. Esses resultados
sdo importantes, pois esse ensaio possui algumas vantagens, em relagdo aos demais métodos
antioxidantes, como o fato de ser realizado em temperatura e pH fisiologicos e, ao usar a
fluorescéncia ao inves de absorbancia, reduzindo a interferéncia dos compostos coloridos
presentes nas amostras, conforme relataram Davalos, Gomez-Cordoves, Bartolomé (2004) e
Prior, Hoang, Gu (2003).

Os extratos ESIN e ESDC podem ser uma fonte potencial de compostos antioxidantes,
que desempenham um papel na desintoxicacdo do corpo, eliminando as espécies reativas de
oxigénio ou de nitrogénio gerados pela hiperglicemia, condi¢cdo presente no DM, sugerindo
que essa capacidade antioxidante contribui positivamente na prevencdo e tratamento dessa
patologia, além de atuarem como moléculas sinalizadoras no reticulo endoplasmético
mitocondrial e nas vias enzimaticas no metabolismo, ressalta-se, portanto, a relevancia em
verificar o conteudo de compostos fendlicos, bem como a atividade antioxidantes presentes
em extratos vegetais para avaliar sua atividade hipoglicemiante (BJORKLUND;
CHIRUMBOLDO, 2017; SALIU et al., 2012).

3.2 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
fotodiodos acoplada a espectrometria de massas (CLAE-PDA-ESI-IT-MS")

Na analise cromatografica foram identificados, nos extratos estudados, principalmente
acidos fendlicos e seus derivados glicosilados (entre 8 — 10 minutos) e flavonoides C- e O-
glicosilados entre 10-20 minutos do cromatograma (Figura 1). Da Cunha et al. (2010), Da
Silva e Filho (2002), Filho (2009) e Pizzolatti et al. (2003), em seus estudos com extratos das
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folhas de B. forficata também constataram que os compostos fendlicos, especialmente

flavonoides, sdo seus principais constituintes.

Figura 1 - Cromatogramas dos flavonoides e seus derivados O-glicosilados presentes nos
ESDC e ESIN das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata obtidos pela analise de
CLAE-PDA-ESI-IT-MS".
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ESDC: extrato seco decocgao. ESIN: extrato seco infusdo. CLAE-PDA-ESI-IT-MSn: cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos acoplada a espectrometria de massas sequencial com
ionizacdo por eletrospray e analisador de armadilha de ions.

Fonte: Autoria propria (2019).

Os picos de numero 11, 20 e de 23 a 28 apresentaram espectros de UV com bandas de
absorcdo entre 254 e 365 nm caracteristico de flavondis. O pico de nimero 11 apresentou
como ion ndo protonado a m/z 447, sendo que, sua fragmentacdo de segunda ordem
(MS?[447]), originou o fon produto m/z 315, por perda de uma pentose O-glicosilada ([M—
132—H]"), onde m/z 315 refere-se a aglicona do flavonol isoramnetina através da quebra de
ligacdo Yo, composto também identificado por Farag et al (2015), em seu estudo com oito
espécies de Bauhinia.

Os picos 23 e 24 podem ser dois isbmeros do kaempferol-O-ramnosil-3-O-rutinosideo,
devido as fragmentagdes sequenciais semelhantes ao pico 20 ((MS? [739]: m/z 593 e (MS®
[739 — 593]: m/z 285), que evidenciam serem moléculas isdbmeras entre si, tendo o
kaempferol como aglicona e perdas sequenciais de uma ramnose e uma rutinose. Farias e
Mendez (2014), Ferreres et al. (2012), Santos, Fortunato e Spotorno (2018), também
identificaram derivados de flavonoides em extratos dessa mesma espécie vegetal, incluindo

glicosideos de kaempferol, cujos ions foram identificados como flavonoides- O- glicosideos.
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3.3 Toxicidade aguda dos extratos secos da infuséo (ESIN) e da decoccgdo (ESDC) das folhas

de Bauhinia forficata Link subsp. forficata.

A toxicidade aguda dos extratos secos microencapsulados das folhas de B. forficata
Link subsp. forficata foi realizada em camundongos, de acordo com o Guia da Organizagédo
de Cooperacdo e de Desenvolvimento Econémico (OECD, 2002). Administrou-se uma dose
méaxima recomendada de 2000 mg/kg de peso corporal e, em seguida, os camundongos foram
observados em relacdo as mudancas comportamentais gerais, sintomas de toxicidade e
mortalidade apds o tratamento nas primeiras quatro horas, que sdo as mais criticas, depois
durante um periodo de 24 horas e, posteriormente, durante 14 dias. No final do experimento,
nenhuma mortalidade, ou qualquer evidéncia observavel de toxicidade comportamental foram
verificadas.

Pereira et al. (2014) também realizaram um estudo de toxicidade aguda com extrato
hidroalcodlico de B. forficata Link, nesta mesma dose, e ndo foi constatado nenhum obito,
indicando que este extrato ndo apresenta toxicidade relativa na concentragdo testada. Diisman
et al. (2013), verificaram que esta planta tem um bom potencial para uso seguro como
medicamento, pois mostraram que o extrato aquoso ndo apresentou atividade citotdxica nas
células da medula Ossea de ratos Wistar, alem de contribuir para a reducdo dos danos
cromossémicos induzidos pela quimioterapia, por sua atividade antimutagénica no pré-
tratamento (71%), tratamento simultaneo (91%) e pos-tratamento (95%) com ciclofosfamida.
Pepato et al (2004), em seu estudo com ratos diabéticos e normais, que receberam decoccao
aquosa de folhas de B. forficata, na concentracdo de 150 g/L, por via oral, durante 33 dias,
também ndo encontraram efeitos toxicos mensurdveis com o0s marcadores enzimaticos
utilizados.

Dos Santos et al. (2011) estudaram os efeitos do extrato etandlico e das fracGes etérea,
aguosa e acetato de etila de B. platypetala, administrados por via intraperitoneal em
camundongos, sobre a atividade motora espontanea (motilidade total, locomocdo,
comportamento de criacdo e grooming), cujos resultados revelaram que esses extratos e suas
fragbes ndo alteraram a atividade motora e a freqiiéncia respiratoria € nao induziram tremores
e convulsdes a 12,5, 25 ou 50 mg/kg ( ip ), ndo mostrando sinais de toxicidade, sendo que
apenas a dose mais alta da fracdo etérea (50 mg / kg, ip.) causou uma diminuig&o significativa
na motilidade total e locomocéo.

A toxicidade sistémica, além da avaliacdo do screening hipocratico, pode ser

verificada por meio da reducdo nos consumos de agua, racdo, peso corporal e da massa



167

relativa dos érgdos, de acordo com Gonzalez e Silva (2002) e Teo et al. (2002). O peso
corporal é um dos parametros mais empregados em avaliacdes toxicologicas para indicar o
aparecimento muitas vezes precoce, de efeitos toxicos de uma determinada substancia no
organismo animal. Lu et al. (2014) consideraram 0 aumento ou perda de peso corporal com
importancia toxicologica se a alteracdo for de pelo menos 10%. A administracdo aguda de
ESDC2 e ESIN2 ndo reduziu nenhum dos parametros avaliados, em relacdo ao controle

negativo (NA) (Tabela 2), ndo apresentando toxicidade significativa desses extratos.

Tabela 2 - Médias do peso corporal, consumo de racdo, de agua e excretas em camundongos
tratados com dose aguda de extratos secos microencapsulados de Bauhinia forficata Link
subsp. forficata em camundongos.

Paradmetros NA ADJV2 ESDC2 ESIN2
Peso corporal (g) 25,13+0,25 26,49+0,64 28,73+0,17* 28,24+0,69*
Consumo de racéo (g) 10,00+0,86 9,23+0,65 8,76+1,34 9,88+0,31
Consumo de agua (mL) 22,87+2,23 26,00+1,14 30,50+1,32* 31,1041,05*
Excretas (g) 4,58+0,15 2,92+0,50 3,56+0,62 4,03+0,73

Os valores representam as médias + E.P.M. NA = Controle negativo. ADJV = Normais tratados com adjuvantes
tratados na dose de 2000 mg/Kg. ESDC2 = Normais tratados com extrato seco da decocg¢do na dose de 2000
mg/Kg. ESIN2 = Normais tratados com extrato seco da infusdo na dose de 2000 mg/Kg. As diferencas nos
grupos experimentais foram determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pds-teste de Tukey. "p<0,05
comparado ao grupo NA.

Fonte: Autoria propria (2019).

Os resultados do monitoramento genotoxico realizado durante a toxicidade aguda
podem ser observados nas Tabelas 3 e 4. Os indices e frequéncia de danos no DNA no sangue
periféricos dos animais, apos sete dias da administracdo dos extratos, apresentaram diferengas
significativas em relacdo ao controle negativo (NA), porém, apds 14 da administragdo,
observou-se que os danos no DNA foram reparados, quando comparados ao controle positivo
(CPA).

Na medula déssea dos camundongos tratados com os extratos apresentaram efeitos
genotdxicos, na dose de 2000 mg/Kg, nos grupos ADJV2, ESIN2 e ESDC2, com indices de
danos de 161 + 7,43, 150,60 + 2,88 e 166 + 16,10, respectivamente. No figado também foram
constatados danos, contudo estes foram inferiores aos verificados pela ciclofosfamida (CPA)
(264 + 44,61), quando comparados ao controle negativo (NA) (54,80 = 5,26). Entretanto,
esses efeitos ndo foram observados no pancreas dos animais dos grupos tratados com 0s
extratos ESIN2 (54,20 £ 9,52) e ESDC2 (61,20 + 12,07), ndo apresentando diferencas

estatisticas em relacdo ao controle negativo (NA) (52,40 £ 5,03).
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Tabela 3. Efeitos genotdxicos e de reparo dos extratos secos microencapsulados de Bauhinia
forficata Link subsp. forficata avaliados pelo indice e frequéncia de danos em sangue
periférico de camundongos.

Grupos Administracéo oral (2000 mg/kg)

indice de danos (0 a 400) Frequéncia de danos (%)
NA 50,00+4,50 32,80+7,19
CPA 317,00+51,92**2 99,8040,44***2
ADJIV2 (T7) 317,00+20,17%**2 99,40+0,49***2
ESIN2 (T7) 232,20+12,26***2 93,00£3,14**a
ESDC2 (T14) 237,60+14,91%**2 93,60+2,96**2
ADJV?2 (T14) 153,00+37,06%*0¢ 61,80+9,44*b*c
ESIN2 (T14) 124,20+5,97*b¢ 56,008,61**b*c
ESDC2(T14) 151,60+30,04*b¢ 49,40+9,86**P*¢

Os valores representam as médias = desvios padrdo (100 células por experimento). NA = Controle negativo.
CPA = ciclofosfamida (50 mg/kg) (controle positivo). ADJV = Normais tratados com adjuvantes tratados na
dose de 2000 mg/Kg. ESIN2 = Normais tratados com extrato seco da infusdo na dose de 2000 mg/Kg. ESDC2 =
Normais tratados com extrato seco da decoccdo na dose de 2000 mg/Kg. T7 = sétimo dia ap6s a administracao.
T14 = 14° dia ap6s a administragdo. As diferencas nos grupos experimentais foram determinadas por ANOVA,
two-way, seguido de pos-teste de Bonferroni. "p<0,05, **p<0,01, *** p <0,001. em relacdo ao grupo NA, Pem
relacdo ao grupo CPA, ¢ emrelacdo ao T7.

Dos Santos et al. (2012), verificaram que o extrato etanélico de Bauhinia platypetala
ndo induziu efeitos mutagénicos na linhagem de Saccharomyces cerevisiae, mas a fracdo
etérea de B. platypetala em concentragdes mais altas (250—500 ug/mL) induziu citotoxicidade
e mutagenicidade. O ensaio cometa realizado com esses dois extratos mostrou um ligeiro
efeito citotoxico em células V79 de mamiferos, e tanto o extrato etanodlico de B. platypetala,
guanto sua fracdo etérea foram capazes de induzir quebras de fita de DNA nessas células.
Vale ressaltar que no presente estudo, testou-se os extratos da B. forficata em uma
concentracédo elevada de 2000 mg/Kg/peso.

De Sousa et al. (2004) e Varela-Barca, Agnez-Lima, De Medeiros (2007), em seus
estudos com espécies de Bauhinia, mostraram resultados divergentes quanto ao potencial
mutagénico de seus extratos, o que pode ser explicado pelos diferentes compostos quimicos
que podem estar presentes, dependendo do tipo de extratos. Hodek, Trefil, Stiborova (2002) e
Skibola e Smith (2000) constataram que os flavonoides podem apresentar atividade
antioxidante ou mutagénica em funcdo de seu numero e da posicdo dos grupos hidroxila nos
anéis A e B, como também dependendo dos tipos de solventes utilizados para a extracéo

desses com postos.
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Tabela 4. Efeitos genotdxicos dos extratos secos microencapsulados de Bauhinia forficata Link subsp. forficata avaliados pelo indice e
frequéncia de danos na medula 6ssea, figado e pancreas de camundongos, apés 14 dias de tratamento.

Grupos indice de danos (0-400) Frequéncia de danos (%0)

Medula 6ssea Figado Pancreas Medula 6ssea Figado Pancreas
NA 52,20+5,40 54,80+5,26 52,40+5,03 35,00+12,02 45,80+6,38 33,60+6,87
CPA 273,20£57,22"™ 264,40+44,617 264,40+55,92"" 94,20+5,80™ 89,00+7,17™ 87,2045,45™"2
ADJV2 161,20+7,43"2 103,40+7,12™ 63,20+9,52 88,605,777 77,0045,56™ 44,00+4,18
ESIN2 150,60+2,88™" 112,20+12,40™ 54,20+9,52 72,40%2,077 81,60+3,577 54,40+6,06
ESDC2 166,80+16,10"" 110,40+12,93™2 61,20+12,07 82,00+3,93™ 77,16+6,047 51,80£3,49

Os valores representam as médias + desvios padrdo (100 células por experimento). NA = Controle negativo. CPA = ciclofosfamida (50 mg/kg) (controle positivo). ADJV =
Normais tratados com adjuvantes tratados na dose de 2000 mg/Kg. ESIN2 = Normais tratados com extrato seco da infusdo na dose de 2000 mg/Kg. ESDC2 = Normais

tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 2000 mg/Kg. As diferengas nos grupos experimentais foram determinadas por ANOVA, two-way, seguido de pos-teste de
Bonferroni. “p<0,05, **p<0,01, *** p <0,001. *em rela¢do ao grupo NA.
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3.5 Efeitos dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decocg¢éo (ESDC) no peso relativos dos

orgaos

O peso relativo dos principais 6rgdos de camundongos, tratados com uma dose Unica
de ESIN e ESDC, néo apresentou alteragdes significativas em relacdo ao controle negativo
(NA). No tratamento durante 28 dias, observou-se uma reducdo do pancreas nos grupos DM,
DSIN2 e DSDC6, quando comparados ao NA, devido ao diabetes. O figado nao teve alteracao
nos animais tratados, com tamanhos semelhantes ao NA, com excegdo do DSING que teve um
aumento, que foi observado também nos pulmdes e estbmago (Tabela 5).

Tabela 5. Pesos relativos dos orgaos (g/100 de peso corporal) de camundongos tratados com
extratos secos microencapsulados de Bauhinia forficata Link subsp. forficata em
camundongos.

Orgaos Administracéo oral (14 dias) (2000 mg/kg)
NA ADJV?2 ESIN2 ESDC2

Figado 6,14+0,26 3,61+0,85 4,26+0,30 5,60+0,40
Pancreas 0,91+0,13 0,45+0,09 0,30+0,06 1,54+0,68
Rins 1,37+0,19 1,20+0,26 1,14+0,23 1,53+0,07
Coracédo 0,70+0,02 0,46+0,09 0,37+0,08 0,50+0,01
Pulmdes 0,78+0,01 0,54+0,11 0,54+0,11 0,99+0,30
Estdmago 1,08+0,06 0,69+0,15 0,69+0,14 0,81+0,08
Orgaos Administracéo oral (28 dias) (200 mg/kg e 600 mg/kg)

NA DA DM DSIN2 DSING6 DSDC2 DSDC6

Figado 5,31+0,18 6,12+1,04 4,66+0,38 5,20+0,55  8,50+0,56* 5,19+0,34 5,21+0,26
Pancreas 0,84+0,08 0,49+0,08 0,42+0,05* 0,28+0,10* 0,65+0,14 0,61+0,06 0,47+0,06*
Rins 1,12+0,15 1,31+0,29 0,94+0,24 0,75+0,19  1,86+0,18  0,90+0,17 0,94+0,17
Coragdo 0,58+0,04 0,57+0,09 0,39+0,05 0,45+0,05 0,88+0,15  0,35+0,01 0,49+0,06
Pulmdes 0,70+0,02 0,71+0,07 0,51+0,05 0,69+0,07  1,22+0,11* 0,59+0,03 0,84+0,05
Estbmago  0,92+0,03 0,97+0,18 0,83+0,10 0,76+0,28  1,77+0,23* 0,97+0,06 0,95+0,04

Pesos relativos calculados com base no peso absoluto do érgéo (g) pelo valor do peso do animal vivo (g)x100.
Os valores representam as médias + E.P.M. NA = Controle negativo. ADJV = Normais tratados com adjuvantes
tratados na dose de 2000 mg/Kg. ESDC2 = Normais tratados com extrato seco da decocc¢do na dose de 2000
mg/Kg. ESIN2 = Normais tratados com extrato seco da infusdo na dose de 2000 mg/Kg. As diferencas nos
grupos experimentais foram determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pds-teste de Tukey. "p<0,05
comparado ao grupo NA.
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3.6 Efeito dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decoc¢do (ESDC) nos parametros

hematologicos

Os parédmetros hematoldgicos foram analisados, pois sdo critérios importantes para
avaliar a extensdo da homeostasia e das alteracfes resultantes de processos patoldgicos e de
toxicidade, conforme Ashafa et al. (2009) e Okonkwo et al. (2016). Foram constatadas
diminui¢des nos neutrofilos e aumento dos linfécitos em todos grupos tratados com a dose
méaxima de 2000 mg/kg/peso, quando comparados ao NA. Isso pode ser justificado pelo fato
de compostos bioativos, em altas doses, passam de antioxidantes para pré-oxidantes, que
podem causar inflamacdo e induzir apoptose, porém esse ultimo efeito pode ser benéfico
quando aplicado no tratamento de neoplasias, segundo Cerqueira, De Medeiros e Augusto
(2007).

No tratamento de 28 dias, 0s leucdcitos estavam aumentados nos grupos DM, DSING e
DSDC2, alteracdo que pode ser justificada pelo diabetes, que é uma doenca crénica e
inflamatoria, conforme relatado por Asmat, Abad e Ismail (2016). Os linfocitos e neutrofilos
também apresentaram alteracbes no DM, mostrando que esse grupo, tratado com a

metformina (600 mg/kg/peso), foi 0 que apresentou mais alteragdes (Tabela 6).
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Tabela 6. Parametros hematoldgicos apds administracdo oral de extratos secos microencapsulados de Bauhinia forficata Link subsp. forficata em

camundongos.

Parametros Administracdo oral (14 dias) (2000 mg/kg)

NA ADJV2 ESIN2 ESDC2
HEM (10%/uL) 9,3+0,5 7,8+0,3 6,9+0,6 8,7£0,7
HGB (g/dL) 14,5+0,4 14,9+0,5 14,5+0,4 16,2+0,6
HTC (%) 53,5+1,6 45,845,2 42,547 49,6+0,5
LTC (10%/uL) 2522,0£163,9 3115,0+425,0 2913,3+£403,5 2235,048
NTL (%) 55,3+9,3 3,6+2,1* 9,6+1,2* 5,5+0,3*
LTL (%) 31,045,5 78,2+14,1* 86,4+3,2* 74,2+10,0*
MNT (%) 12,0£2.0 5,2+4,1 2,8+0,1 12,2+0,2
ESL (%) 0,7£0,3 0,10,0 0,11+0,0 0,7£0,1
BSL (%) 3,7+0,6 12,8+7,8 4,3+0,5 12,4+4,1
PLT (10%uL) 803,0+25,0 789,0+55,0 644,7+42,0 592,0+116,0
Parametros Administracéo oral (28 dias) (200 mg/kg e 600 mg/kg)

NA DA DM DSIN2 DSING6 DSDC2 DSDC6

HEM (10%/uL) 9,5+0,2 9,6+0,6 8,7+0,4 7,940,6 8,9+0,3 9,2+0,3 9,4+0,2
HGB (g/dL) 14,6+0,3 14,5+0,8 14,5+0,5 13,5+0,8 13,7£0,5 15,7+0,6 14,70+0,3
HTC (%) 52,7+0,8 52,6+4,3 52,2+0,9 46,3+4,9 44,7432 51,3+1,8 51,87+1,3
LTC (10%/uL) 2290,5+40,1 2210,0+92,9 3265,7+198,2* 2310,3+59,9 3810,0+109,7* 3321,7+£143,6* 2578,0+168,0
NTL (%) 42,2+11,3 36,4+7,3 2,6+0,7* 28,7+0,3 12,0+1,4* 2,8+0,81* 5,9+1,4*
LTL (%) 46,7£11,0 58,6+8,2 88,42 2* 66,0£8,7 81,0+3,3 75,3+9,82 77,6£6,4
MNT (%) 7,8£1,9 4,0£1,1 4,2+1,3 4,515 6,7+1,8 3,9+0,96 4,614
ESL (%) 0,3+0,2 0,6+0,2 0,6+0,2 0,2+0,25 0,0+0,0 0,2+0,02 0,15+0,0
BSL (%) 2,0£0,6 0,440,2 5,6%0,9 0,50,3 0,5+0,2 7,941,59* 2,9+1,0
PLT (10%/uL) 772,8428,9  1007,4+80,9  832,5+134,5 695,2+73,8 835,0+49,8 913,8+49,4 826,1+46,9

HEM: hemdcias; HGB: hemoglobina, HTC: hematdcrito; LTC: leucécitos; NTL: neutrofilos; LTL: linfocitos; MNT: mondcitos; ESL: eosindfilos; BSL: basdfilos e PLT:
plaguetas. Os valores representam as médias + E.P.M. As diferencas nos grupos experimentais foram determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pés-teste de Tukey.

“p<0,05 comparado ao grupo NA.
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3.7 Efeitos dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decoc¢do (ESDC) no peso, nivel de

glicose sanguinea e tolerancia oral a glicose

A Figura 2 mostra o efeito dos extratos ESIN e ESDC no peso corporal, que nédo
apresentou diferencga estatisticamente significativa entre os grupos tratados em relacdo ao
grupo controle negativo (NA), tanto no dia 1, quanto no dia 28. Um estudo realizado por
Martinezmartinez et al. (2018), com ratos diabéticos, mostrou que esses animais também néo
tiveram um ganho ponderal significativo, ao longo do tratamento com o decocto das folhas de
B. forficata.

Figura 2 - Efeito dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decoccdo (ESDC) de Bauhinia

forficata Link subsp. forficata no peso corporal de camundongos diabéticos.
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Os valores representam as médias £+ E.P.M. NA = Controle negativo. DA = Diabéticos sem tratamento. DM =
Diabéticos tratados com metformina na dose de 600 mg/Kg. DSIN2 = Diabéticos tratados com extrato seco da
infusdo na dose de 200 mg/Kg. DSING6 = Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg.
DSDC2 = Diabéticos tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 200 mg/Kg. DSDC6 = Diabéticos
tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 600 mg/Kg. As diferengas nos grupos experimentais foram
determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pos-teste de Tukey (p<0,05). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Autoria propria (2019).

O nivel da glicemia de jejum de todos os grupos experimentais foi mostrado na Figura
3. O nivel de glicose no sangue dos grupos diabéticos teve uma elevagédo significativa em

comparagdo com os camundongos normais (NA) (p<0,05), indicando o estabelecimento bem-
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sucedido do modelo de DM2. Apds quatro semanas de suplementagcdo com os extratos ESIN e
ESDC, os niveis de glicose no sangue dos grupos DSIN2 (200 mg/kg/dia), DSIN6 (600
mg/kg/dia), DSDC6 (600 mg/kg/dia) reduziram de forma significativa, 77,26%, 57,79% e
45,15%, respectivamente, quando comparados com o grupo diabético tratado com metformina
(600 mg/kg/dia), que reduziu apenas 21,53% da glicemia, ao final dos 28 dias e, que ndo

apresentou diferenca estatistica em relagcdo ao grupo DA.

Figura 3 - Efeito dos extratos secos da infuséo (ESIN) e da decoccdo (ESDC) de Bauhinia

forficata Link subsp. forficata na glicose sanguinea de camundongos diabéticos.
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Os valores representam as médias = E.P.M. NA = Controle negativo. DA = Diabéticos sem tratamento. DM =
Diabéticos tratados com metformina na dose de 600 mg/Kg. DSIN2 = Diabéticos tratados com extrato seco da
infusdo na dose de 200 mg/Kg. DSING6 = Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg.
DSDC2 = Diabéticos tratados com extrato seco da decoccdo na dose de 200 mg/Kg. DSDC6 = Diabéticos
tratados com extrato seco da decoc¢do na dose de 600 mg/Kg. As diferencas nos grupos experimentais foram
determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pos-teste de Tukey. 3p<0,05 comparado ao NA em T1, ?p<0,05
comparado ao NA em T28, ®p<0,05 comparado ao DA em T28.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Dos grupos tratados com os extratos, somente o grupo DSDC2 (200mg/kg/dia), ndo
obteve uma reducgéo da glicemia, sendo semelhante ao grupo diabético sem tratamento (DA).
Esses resultados mostram a eficacia dos extratos microencapsulados das folhas de B. forficata
subsp. forficata na reducdo da glicemia, em camundongos diabéticos, nas duas doses testadas
e nos dois tipos de extratos ESIN e ESDC, com exce¢do da dose de 200mg/kg/dia desse
altimo extrato, sendo que ambos extratos tiveram resultados de glicemias semelhantes ao

grupo nao diabéticos (NA) (p>0,05), confirmando que sdo eficazes no tratamento do DM2.
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Esses resultados sdo importantes, pois esses extratos podem ser usados pelos pacientes
diabéticos, associados a um farmaco sintético ou ao uso da insulina para melhorar a sua
eficacia, possibilitando que o individuo seja tratado com doses mais baixas da droga e do
hormonio, reduzindo os efeitos colaterais, como aqueles causados pela metformina, por
exemplo (nduseas, diarreia, flatuléncia, inapeténcia e dor estomacal), conforme Cobble e
Peters (2009) e De Souza et al. (2018). Sendo que os extratos de algumas espécies de
Bauhinia podem até melhorar esses sintomas gastrointestinais, principalmente a diarreia, de
acordo com o estudo realizado por Ahmed et al. (2012).

Os efeitos benéficos no DM2 dos extratos ESIN e ESDC podem estar relacionados
com os varios flavonoides glicosideos, quercetina e kaempferol, presentes nas folhas da B.
forficata subsp. forficata, por meio de sua atuacdo em multiplos locais do metabolismo dos
carboidratos, nas vias reguladoras da glicose, melhorando sua tolerancia pelos tecidos,
biossintese de glicogénio, captacdo de glicose e liberacdo de insulina, conforme ja constatado
por Cazarolli et al. (2009), Santos, Fortunato, Spotorno (2018) e Sharma, Balomajumder, Roy
(2008). Entretanto, no presente estudo, como ndo foi identificada a quercetina, na andlise
cromatografica, pode-se inferir que a reducdo da glicemia pode ter sido causada pelo
kaempferol.

Cazarolli et al. (2013) investigaram um possivel mecanismo de acdo do derivado do
kaempferol, a kaempferitrina, considerada como o marcador bioguimico dessa espécie
vegetal, no qual verificaram que o aumento da captacdo de glicose causada por esse bioativo,
no tecido muscular, ocorre através das vias classicas de sinalizacdo da insulina, envolvendo
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), MAP-quinase (MAPK), translocacdo e sintese do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT4), além de estimular a sintese de glicogénio.

Alkhalidy et al. (2018) observaram que uma unica dose diaria de kaempferol, via oral,
pode melhorar significativamente a hiperglicemia e aumentar a tolerdncia a glicose em
camundongos deficientes em insulina, o que esti associado ao aumento da eliminacdo e
utilizacdo da glicose, em particular a oxidag¢do no tecido muscular e supressao da producéo de
glicose hepatica.

Um estudo realizado por Da Cunha et al. (2010), com extratos das folhas de B.
forficata Link, secos por spray drying e em estufa, obtidos a partir de extrato fluido usando
como solventes etanol e agua (1: 2), verificaram resultados semelhantes ao presente estudo, ao
constatar uma reducédo da glicose em jejum, apos sete dias de tratamento, na dose 200 mg/kg
de peso corporal em ratos diabéticos induzidos por STZ.

Uma pesquisa sobre a atividade antidiabética com oito espécies de Bauhinia foi
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realizada por Farag et al. (2015), usando o ensaio de inibicdo da alfa-glicosidase, cujos
resultados mostraram que essas diferentes espécies estudadas possuem um potencial efeito
antidiabético, pois retardam a digestdo dos carboidratos, resultando em niveis mais baixos de
glicose pos-prandial e, portanto, podem ajudar a evitar altos picos de glicose no DM2, sendo
confirmado também, por Ferreres et al. (2012), o uso de espécies de Bauhinia como agentes
antidiabéticos.

Em contrapartida, Volpato et al. (2008) administraram em ratas gravidas e nao
gravidas, por via oral, extrato aquoso das folhas de B. forficata, nas doses de 500 mg/kg, 600
mg/kg e 1000 mg/kg, durante 21 dias e constataram que esse extrato nao foi toxico, nas doses
testadas, mas ndo modificou a hiperglicemia materna. Salgueiro et al. (2016), em sua pesquisa
com camundongos diabéticos, tratados diariamente, por 21 dias, com a infusdo das folhas de
B. forficata subsp. pruirosa, na concentracdo de 313 mg/kg/peso, também ndo observaram
uma reducdo da glicemia desses animais, sugerindo que a kaempferitrina, principal substancia
responsavel pela acdo hipoglicémica, pode ter sido perdida durante o preparo da infusdo ou a
auséncia da mesma nesta subespécie de Bauhinia. Esses resultados controversos podem ainda
ser justificados por diferencas no modelo experimental utilizado, tipos e métodos de preparo
de extratos e/ou fragdes, diferentes doses e tempo de administracdo, além da constituicdo
genética da espécie, fatores ambientais e variacdes estacionais (MARTINEZMARTINEZ et
al., 2018).

Os efeitos dos ESIN e ESDC na tolerancia a glicose em camundongos diabéticos
induzidos por STZ foram mostrados nas Figuras 4 e 5. A suplementacdo oral de glicose
resultou no aumento gradual do nivel de glicose no sangue em 30 minutos de todos 0s grupos
e permaneceu em um nivel alto nos proximos 90 minutos, sendo que o0s animais do DSIN2
(168 mg/dL), j& apresentou uma diminuicdo na glicemia com diferenca estatistica do grupo
diabético sem tratamento (DA) (550 mg/dL), sendo os valores de glicemia semelhantes ao
grupo NA (149,33 mg/dL), permanecendo assim até o final do experimento (T120), cujos
niveis de glicose reduziram um pouco mais para ambos (DSIN2=157,0 mg/dL e NA=136,5
mg/dL), podendo-se sugerir que a glicose estava sendo metabolizada pela insulina, reduzindo
a glicemia, nesses grupos.

Referindo aos grupos de animais tratados com o ESDC, o grupo que apresentou
melhor resposta glicémica foi o DSDC6, com glicemia de 287,3 mg/dL, quando comparado
ao DSDC2 (399,5 mg/dL). Fato confirmado no T28, na glicemia de jejum, que houve uma
reducdo na glicose sanguinea dos animais tratados com ESIN e ESDC, nas doses de 200 e 600

mg/kg/dia, com excecdo do DSDC2.
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Figura 4 - Efeito dos extratos secos da infuséo (ESIN) de Bauhinia forficata Link subsp. forficata na tolerancia oral da glicose de camundongos
diabéticos.
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Os valores representam as médias = E.P.M. NA = Controle negativo. DA = Diabéticos sem tratamento. DM = Diabéticos tratados com metformina na dose de 600 mg/Kg.
DSIN2 = Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 200 mg/Kg. DSING = Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg. DSDC2 =
Diabéticos tratados com extrato seco da decoccdo na dose de 200 mg/Kg. DSDC6 = Diabéticos tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 600 mg/Kg. As diferengas

nos grupos experimentais foram determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pos-teste de Tukey (p<0,05). 2p<0,05 comparado ao NA, ®p<0,05 comparado ao DA.
Fonte: Autoria prépria (2019).
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Figura 5 - Efeito dos extratos secos da decoccdo (ESDC) de Bauhinia forficata Link subsp. forficata na tolerancia oral da glicose de
camundongos diabéticos.
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Os valores representam as médias + E.P.M. Os valores representam as médias + E.P.M. NA = Controle negativo. DA = Diabéticos sem tratamento. DM = Diabéticos tratados
com metformina na dose de 600 mg/Kg. DSIN2 = Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 200 mg/Kg. DSING6 = Diabéticos tratados com extrato seco da
infusdo na dose de 600 mg/Kg. DSDC2 = Diabéticos tratados com extrato seco da decoccdo na dose de 200 mg/Kg. DSDC6 = Diabéticos tratados com extrato seco da

decocgdo na dose de 600 mg/Kg. As diferencas nos grupos experimentais foram determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pds-teste de Tukey (p<0,05). ?p<0,05
comparado ao NA p<0,05 comparado ao DA.
Fonte: Autoria propria (2019).
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3.7 Efeitos dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decoccdo (ESDC) nos parametros

lipidicos, nas enzimas hepaticas e na funcéo renal

Os niveis de colesterol total (CT) de todos os grupos foram semelhantes
estatisticamente em relagdo ao NA (117 mg/dL £ 5,95). Os niveis de triglicerideos (TG) dos
grupos DA (72,40 mg/dL + 6,33), DSING6 (97,67 mg/dL + 6,48), DSDC2 (88,40 mg/dL +
6,75) e DSDC6 (83,40 mg/dL + 6,62) apresentaram niveis semelhantes ao NA, ndo sendo
observado diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos tratados, apenas 0s grupos DM
e DSIN2 apresentaram niveis elevados, quando comparados ao NA (Figura 6).

Figura 6 - Efeito dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decoccdo (ESDC) de Bauhinia

forficata Link subsp. forficata nos parametros lipidicos de camundongos diabéticos.
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Os valores representam as médias + E.P.M. Os valores representam as médias = E.P.M. NA = Controle
negativo. DA = Diabéticos sem tratamento. DM = Diabéticos tratados com metformina na dose de 600 mg/Kg.
DSIN2 = Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 200 mg/Kg. DSIN6 = Diabéticos tratados
com extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg. DSDC2 = Diabéticos tratados com extrato seco da decocgao
na dose de 200 mg/Kg. DSDC6 = Diabéticos tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 600 mg/Kg. As
diferengas nos grupos experimentais foram determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pos-teste de Tukey
(p<0,05). ?p<0,05 comparado ao NA, "p<0,05 comparado ao DA. Nio houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos nos niveis de colesterol.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Corroborando com este estudo, Damasceno et al. (2004), Pepato et al. (2010) e Pepato
et al. (2002), com relacdo as atividades hipocolesterolemiantes e antilipidémicas dessa
espécie, os resultados ndo tém sido significativos. Contudo, De Sousa Lino et al. (2004)

verificaram uma reducdo de parédmetros lipidicos em ratos tratados com extrato etanolico,
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aquoso e hexanico das folhas de B. forficata Link, nas doses de 200 e 400 mg/kg/dia, durante
sete dias.

A Figura 7 mostra os efeitos dos ESIN e ESDC nas enzimas hepaticas em
camundongos diabéticos. As atividades das enzimas hepaticas aspartato transaminase (AST) e
alanina transaminase (ALT), nos grupos tratados com os extratos, ndo apresentaram alteracoes
estatisticamente significativas, ao se comparar com os camundongos nao diabéticos (NA),
mostrando a auséncia de sinais de toxicidade hepatica. Em contrapartida, Salgueiro et al.
(2016), em estudo com ratos diabéticos, constataram um aumento significativo na AST,
quando comparado ao grupo controle negativo, porém os niveis de ALT nao foram alterados

com o tratamento da infusdo de B. forficata.

Figura 7 - Efeito dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decoccdo (ESDC) de Bauhinia

forficata Link subsp. forficata nas enzimas hepéticas de camundongos diabéticos.
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Os valores representam as médias + E.P.M. NA = Controle negativo. DA = Diabéticos sem tratamento. DM =
Diabéticos tratados com metformina na dose de 600 mg/Kg. DSIN2 = Diabéticos tratados com extrato seco da
infusdo na dose de 200 mg/Kg. DSING6 = Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg.
DSDC2 = Diabéticos tratados com extrato seco da decoccdo na dose de 200 mg/Kg. DSDC6 = Diabéticos
tratados com extrato seco da decoccdo na dose de 600 mg/Kg. As diferencas nos grupos experimentais foram
determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pods-teste de Tukey (p<0,05). N&do houve diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Autoria propria (2019).

Os niveis de ureia e creatinina ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos tratados, ap6s 28 dias de administracdo dos extratos ESIN e ESDC, em
relacdo ao grupo controle negativo (NA), mostrando que a funcdo renal desses animais nao
teve nenhuma alteracdo ao longo do tratamento (Figura 8). No entanto, Mollica et al. (2017),
em seu estudo com a infusdo das folhas da espécie vegetal Juglans regia L., constataram um

aumento dos niveis de ureia e creatinina, em ratos tratados na dose 25 mg/kg e uma reducao
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na dose de 50 mg/kg, em comparagéo com o grupo controle negativo.

Figura 8 - Efeito dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decoccdo (ESDC) de Bauhinia

forficata Link subsp. forficata na func&o renal de camundongos diabéticos.
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Os valores representam as médias + E.P.M. Os valores representam as médias + E.P.M. NA = Controle negativo.
DA = Diabéticos sem tratamento. DM = Diabéticos tratados com metformina na dose de 600 mg/Kg. DSIN2 =
Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 200 mg/Kg. DSIN6 = Diabéticos tratados com
extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg. DSDC2 = Diabéticos tratados com extrato seco da decocgdo na
dose de 200 mg/Kg. DSDC6 = Diabéticos tratados com extrato seco da decoccdo na dose de 600 mg/Kg. As
diferencas nos grupos experimentais foram determinadas por ANOVA, one-way, seguido de pds-teste de
Tukey(p<0,05). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Autoria propria (2019).

3.8 Efeitos dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da decoccédo (ESDC) na morfologia do

figado, rins e pancreas

Os efeitos dos ESIN e ESDC na morfologia do figado, rins e péancreas de
camundongos diabéticos foram analisados por meio de exames histopatologicos e sdo
mostrados nas Figuras 9, 10 e 11.

A histopatologia do figado do grupo controle negativo (NA), apresentou uma
arquitetura hepética controle negativo, com morfologia controle negativo dos hepatdcitos e
sinusOides hepéticos organizados ordenadamente (Figura 9 A). Entretanto, o grupo DA
apresentou alteracdes hepatocelulares, com diminuicdo entre os sinusoides (Figura 9 B).

O tratamento com a metformina (DM) ocasionou perda da arquitetura controle
negativo dos sinuséides, bem como de outras células, incluindo os hepatdcitos, além de ter

sido verificado edema nesse tecido e goticulas de gordura, o que ndo foi observado nos grupos
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NA e DA (Figura 9 C).

Figura 9 - Analise histopatolégica dos efeitos dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da

A: NA (Controle negativo). B: DA (Diabéticos sem tratamento). C: DM (Diabéticos tratados com metformina na
dose de 600 mg/Kg). D: DSIN2 (Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 200 mg/Kg). E:
DSING (Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg). F: ESIN2 (Normais tratados
com extrato seco da infusdo na dose de 2000mg/Kg). G: DSDC2 (Diabéticos tratados com extrato seco da
decocgdo na dose de 200 mg/Kg). H: DSDC6 (Diabéticos tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 600
mg/Kg) |: ESDC2 (Normais tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 2000 mg/Kg). Fotomicrografias
representativas de sec¢des coradas com hematoxilina e eosina (H & E) X40; Barra de Escala= 10 pm.

Fonte: Autoria propria (2019).

Nos grupos DSIN2, DSING e ESIN2 observaram-se algumas células de Kupffer em
torno da veia central, cujas caracteristicas estdo de acordo com a histologia controle negativo,
porém houve uma perda leve a moderada da arquitetura do figado com alguns hepatdcitos ndo
dispostos radialmente, em relagdo ao NA (Figuras 9 D, E e F). Nos grupos DSDC2, DSDC6 e
ESDC2, além do que foi observado nos demais grupos tratados, verificou-se goticulas de
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gordura e um aumento da vascularizacdo e da presenca de eritrécitos no espaco de Disse
(Figuras 9 G, H e I). Vale ressaltar que as alteracdes observadas nas andlises histopatoldgicas
ndo alteraram as enzimas hepaticas investigadas.

A anélise histopatologica dos rins dos camundongos diabéticos mostrou cértex renal
com corpusculos renais e seus glomérulos, além de tubulos proximais e distais, com
revestimento epitelial intacto da membrana basal glomerular e epitélio tubular, além de vasos
sanguineos, semelhantes ao grupo controle negativo (NA), ndo apresentando alteracdes nesses
6rgdos, em nenhum dos grupos estudados (Figura 10), em consonancia com os resultados
obtidos nos niveis de ureia e creatinina, que também néo apresentaram alteracfes em relacdo
ao grupo controle negativo, confirmando que ndo houve alteracdo da funcdo renal desses

animais.
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Figura 10 - Andlise histopatoldgica dos efeitos dos extratos secos da infusdo (ESIN) e da
decoccdo (ESDC) nos rins de camundongos Swiss.

A: NA (Controle negativo). B: DA (Diabéticos sem tratamento). C: DM (Diabéticos tratados com metformina na
dose de 600 mg/Kg). D: DSIN2 (Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 200 mg/Kg). E:
DSING (Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg). F: ESIN2 (Normais tratados
com extrato seco da infusdo na dose de 2000 mg/Kg). G: DSDC2 (Diabéticos tratados com extrato seco da
decocgdo na dose de 200 mg/Kg). H: DSDC6 (Diabéticos tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 600
mg/Kg) I: ESDC2 (Normais tratados com extrato seco da decoccdo na dose de 2000 mg/Kg). Fotomicrografias
representativas de sec¢des coradas com hematoxilina e eosina (H & E) X40; Barra de Escala = 10 um.

Fonte: Autoria propria (2019).

O estudo histopatoldgico do pancreas de camundongos diabéticos mostrou que a
inducdo do diabetes pela STZ causou alteragdes necrdticas e caridlise, com uma diminuicao
das ilhotas de Langerhans e das células B pancreéticas, observadas no grupo diabético sem
tratamento (DA). O grupo tratado com metformina (DM), apresentou um pouco mais de
células B do que o grupo DA, porém foi inferior ao grupo NA. Nos grupos DSIN2, DSING e
ESIN2, observou-se uma recuperagdo total das células [ pancreaticas, bem como do
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parénquima pancreatico. Os grupos DSDC2, DSDC6 e ESDC2, mostraram-se semelhantes
aos demais grupos tratados com ESIN, entretanto o grupo ESDC2, além do aumento das
células B, verificou-se uma leve diminuicdo das células a, em relacdo ao NA (Figura 11).

Figura 11 - Anélise histopatolégica dos efeitos extratos secos da infusdo (ESIN) e da

decoccdo (ESDC) no pancreas de camundongos Swiss.

s
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A: NA (Controle negativo). B: DA (Diabéticos sem tratamento). C: DM (Diabéticos tratados com metformina na
dose de 600 mg/Kg). D: DSIN2 (Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 200 mg/Kg). E:
DSING (Diabéticos tratados com extrato seco da infusdo na dose de 600 mg/Kg). F: ESIN2 (Normais tratados
com extrato seco da infusdo na dose de 2000mg/Kg). G: DSDC2 (Diabéticos tratados com extrato seco da
decocgdo na dose de 200 mg/Kg). H: DSDC6 (Diabéticos tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 600
mg/Kg) I: ESDC2 (Normais tratados com extrato seco da decocgdo na dose de 2000 mg/Kg). Fotomicrografias
representativas de secgdes coradas com hematoxilina e eosina (H & E) X40; Barra de Escala = 10 pm.

Fonte: Autoria propria (2019).

Como o DM2 ¢é um disturbio que surge do mau funcionamento do pancreas endocrino,
no qual houve uma perda ou disfuncdo progressiva de células B pancreaticas produtoras de
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insulina, que pode ser devido a resisténcia a insulina e a glicolipotoxicidade, analises
histopatologicas desse 6rgdo sdo importantes, conforme ja constatado por Bakhti, Bottcher,
Lickert (2018) e Defronzo et al. (2015). Essa teoria de que a principal causa do DM2 esta
relacionada com a secre¢éo e agdo da insulina tem sido confirmada recentemente por Chen et
al. (2019), embora outros fatores também sdo relevantes, como a ativacdo de vias de resposta
ao estresse intracelular e redes de comunicacdo inter-6rgdos mediadas por moléculas
inflamatorias (citocinas) e horménios peptidicos. Como ainda ndo ha tratamento que possa
parar ou reverter a progressdo dessa doenca, os resultados desse estudo sdo promissores, pois
como foram observados, os extratos ESIN e ESDC recuperaram as células B pancredticas,
sendo possiveis alternativas para o tratamento do DM2.

Alves et al. (2019) afirmaram que pesquisas sobre principios ativos naturais tem
crescido nos ultimos anos, para a busca de novos farmacos com maior atividade terapéutica,
menor toxicidade, melhor biocompatibilidade e maior acessibilidade & populacdo que, devido
a aspectos culturais, aceitam bem a fitoterapia, tem tido boas perspectivas no mercado de
produtos terapéuticos feitos a partir de compostos bioativos presentes nas plantas medicinais.
Portanto, estudos como este sdo relevantes para o desenvolvimento de medicamentos seguros

e de recursos naturais que sejam eficazes no tratamento do diabetes mellitus.

4 Concluséo

As analises cromatograficas mostraram que a técnica de microencapsulagao preservou
os polifendis, flavonoides e seus derivados O-glicosilados nos extratos secos da infusdo e da
decoccdo, além de capacidade antioxidantes significativa, podendo ser a responsavel pelo
efeito benéfico na regeneracdo das células  pancreaticas, com reducdo dos niveis de glicose
sanguinea em camundongos diabéticos, com efeito superior ao da metformina. Durante os
estudos de toxicidade aguda, os extratos apresentaram efeitos genotdxicos na medula dssea e
no figado. Entretanto, esses efeitos ndo foram observados no pancreas e no sangue periférico,
os danos foram reparados apds 14 dias de tratamento. Os extratos microencapsulados
promoveram uma regeneracdo das células [ pancreaticas, reduzindo os niveis de glicose
sanguinea em camundongos diabéticos, com efeito benéfico superior ao da metformina,
mostrando potencial terapéutico para aplicacfes em formulacGes farmacéuticas com atividade

antidiabética.
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“Formulacéo contendo extrato microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp.
forficata com atividade antioxidante e hipoglicemiante para o tratamento do diabetes
mellitus”

RESUMO

A presente invencdo trata de uma formulacdo contendo extratos aquosos Secos
microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp. forficata para o tratamento do diabetes
mellitus tipo 2, para uso via oral nas apresenta¢fes de comprimidos, capsulas, granulados e pos.
A invencdo foi formulada para ser consumida por portadores de diabetes mellitus tipo 2, por
apresentar-se eficaz na reducdo da glicemia, proporcionando uma recuperacdo das ilhotas

Langerhans e das células B pancreaticas, além de possuir efeito antioxidante.
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REINVIDICACOES

1. “Formulacdo contendo extrato microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp. forficata
com atividade antioxidante e hipoglicemiante para o tratamento do diabetes mellitus”
caracterizada por compreender: extrato seco microencapsulado (30 a 70%), materiais
encapsulantes maltodextrina (5 a 30%) e aerosil (5 a 30%) em temperatura de entrada entre 110
a 180°C, velocidade de fluxo 5 a 9 mL/min, injecdo 15%, presséo de 0,1 a 0,9 barr e aspersao
em 50 a 70%.

2. “Formulacgéo contendo extrato microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp. forficata
com atividade antioxidante e hipoglicemiante para o tratamento do diabetes mellitus” de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizado por ser a microencapsulacdo na temperatura de entrada
entre 110 a 180°C, velocidade de fluxo 5 a 9 mL/min, injecdo 15%, pressdo de 0,1 a 0,9 barr e

aspersdo em 50 a 70%.

3. “Formulacdo contendo extrato microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp. forficata
com atividade antioxidante e hipoglicemiante para o tratamento do diabetes mellitus” de acordo
com areivindicacgdo 1, caracterizado por compreender extrato seco microencapsulado, obtido
do extrato fluido das folhas por processo exclusivamente aquoso, na proporcao de 50 a 90%,

10 a 50% das folhas secas, na temperatura de 80 a 110 °C, no tempo de 5 a 25 minutos.

4. “Formulacao contendo extrato microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp. forficata
com atividade antioxidante e hipoglicemiante para o tratamento do diabetes mellitus” de acordo
com a reivindicacdo 2, caracterizado por ser microencapsulado pela técnica spray drying,
usando a temperatura de entrada entre 110 a 180°C, velocidade de fluxo 5 a 9 mL/min, injecéo

15%, pressdo de 0,1 a 0,9 barr e aspersdo em 50 a 70%;

5. “Formulacéo contendo extrato microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp. forficata
com atividade antioxidante e hipoglicemiante para o tratamento do diabetes mellitus” de acordo
com as reivindicages 1, 2, 3 e 4, caracterizado por na forma de cépsula, comprimido,

granulado ou p6 para administracdo oral.

6. “Formulag@o contendo extrato microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp. forficata

com atividade antioxidante e hipoglicemiante para o tratamento do diabetes mellitus”
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caracterizado por ser antioxidante e hipoglicemiante e efeito benéfico nas ilhotas Langerhans

e nas células B pancreaticas.

7. “Formulagdo contendo extrato microencapsulado de Bauhinia forficata link subsp. forficata
com atividade antioxidante e hipoglicemiante para o tratamento do diabetes mellitus”
caracterizado por ser para uso via oral, para animais e humanos para o tratamento diabetes

mellitus.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se inferir que:

>

O estudo sobre as patentes com Bauhinia forficata mostraram seu potencial terapéutico
no tratamento do diabetes mellitus tipo2, sendo de grande interesse cientifico sua
aplicacdo em formulagbes farmacéuticas.

As caracteristicas fisico-quimicas, granulométricas e morfologicas dos extratos
microencapsulados das folhas de Bauhinia forficata Link subsp. forficata mostraram-se
adequadas para sua utilizagdo em comprimidos e capsulas.

A espectroscopia no infravermelho e a cromatografia de alta eficiéncia acoplada a
espectroscopia de massas confirmaram gque a microencapsulacao preservou 0s compostos
fendlicos, flavonois e seus derivados O-glicosilados.

Os polifendis e os flavonoides bioacessiveis, em cada etapa da digestdo in vitro
apresentaram atividade antioxidante.

Os extratos microencapsulados promoveram uma regeneracdo das células B pancreaticas,
reduzindo os niveis de glicose sanguinea em camundongos diabéticos, com efeito
benéfico superior ao da metformina, mostrando potencial terapéutico para aplicaces em

formulagdes farmacéuticas com atividade antidiabética.
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6 PERSPECTIVAS

> ldentificar os principais polifendis totais e flavonoides dos extratos microencapsulados
de Bauhinia forficata Link subsp. forficata, por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos acoplada a espectrometria de massas
sequencial com ionizacao por eletrospray e analisador de armadilha de ions (CLAE-
MS"), em cada etapa do processo de digestdo gastrointestinal simulado.

» Realizar as analises das principais enzimas antioxidantes no figado dos camundongos
diabéticos.

> Realizar estudos desses extratos nos receptores de insulina e avaliar a genotoxicidade

em doses menores.
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