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RESUMO

Potencial farmacolégico de mororé (Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud ) como agente
antiedematogénico

A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos faz parte da histéria da humanidade, e das
muitas espécies vegetais com potencial medicinal destaca-se o morord. Neste sentido, o
objetivo dessa pesquisa foi realizar estudo fitoquimico e avaliacio do potencial
antiedematogénico de extrato da casca de Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. A metodologia
constou de coletas do material vegetal para identificacdo botdnica e producdo de extratos
aquoso, alcéolico e hidroalcéolico; quantificacdo de compostos bioativos e fendlicos totais,
estudo da capacidade antiedematogénica em modelos vivos através do método de edema de
pata. Os resultados apontaram que o extrato aquoso apresentou maiores teores de clorofilas b
(6,7137 mg/100 g) e total (9,6203 mg/100 g), carotenoides (0,2445 mg/100 g), flavonoides
(408,4004 mg/100 g) e antocianinas (111,6951 mg/100 g) em relagdo as demais amostras. Em
contrapartida, o extrato alcdolico apresentou resultados superiores para clorofila a (3,5469
mg/100 g) e fendlicos totais (22451,0607 mg/100 g). Os testes in vivo realizados com ratos da
linhagem Wistar mostraram que o extrato aquoso apresentou acdo antiedematogénica em
todas as concentragdes testadas (50; 100 e 200 mg/kg), sendo que na de 100 mg/kg o resultado
foi mais satisfatorio. Os resultados obtidos apontam que os extratos testados apresentam
concentracdes considerdveis de compostos bioativos, em especial o extrato aquoso o qual
sugere potencial acdo antiedematogénica.

Palavras-chave: Extratos naturais, compostos bioativos, acdo fitoquimica



ABSTRACT

Pharmacological potential of mororoé (Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud) as an
antiedematogenic agent

The use of plants for therapeutic purposes is part of human history, and of the many plant
species with medicinal potential, morord stands out. In this sense, the objective of this
research was to carry out a phytochemical study and evaluation of the antiedematogenic
potential of the bark extract of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. The methodology consisted
of collections of plant material for botanical identification and production of aqueous,
alcoholic and hydroalcoholic extracts; quantification of bioactive and total phenolic
compounds, study of antiedematogenic capacity in living models using the paw edema
method. The results showed that the aqueous extract had higher levels of chlorophyll b
(6.7137 mg / 100 g) and total (9.6203 mg / 100 g), carotenoids (0.2445 mg / 100 g),
flavonoids (408.4004 mg / 100 g) and anthocyanins (111.6951 mg / 100 g) in relation to the
other samples. In contrast, the alcoholic extract showed superior results for chlorophyll a
(3.5469 mg / 100 g) and total phenolics (22451.0607 mg / 100 g. In vivo tests carried out with
Wistar rats showed that the aqueous extract showed antiedematogenic action in all tested
concentrations (50; 100 and 200 mg / kg), with 100 mg / kg being the most satisfactory result.
The results obtained indicate that the tested extracts have considerable concentrations of
bioactive compounds, especially the aqueous extract which suggests a potential anti-
edematogenic action.

Keywords: Natural extracts, bioactive compounds, phytochemical action
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais constituem um dos recursos mais antigos utilizados pelo homem no
tratamento das enfermidades. Grande parte desse conhecimento foi repassado de geragdo a
geragdo considerando os mitos e rituais que constituem a cultura local (KORCZOVEI,
ROMAGNOLO, 2013).

O uso dessas espécies com fins terapéuticos tem evoluido ao longo dos tempos, desde os
processos mais simples na producdo de remédios caseiros até as formas tecnologicamente
sofisticadas de fabricagdo industrial de medicamentos utilizadas pelo homem moderno
(LORENZI; MATOS, 2008).

A utilizacdo das ervas medicinais pode ser feita através de chds, infusdo, cataplasmas,
banhos, lambedores produzidos de vdrias partes das plantas como raiz, caule, cascas, folhas,
flores, frutos e sementes, sendo que essa agdo terapéutica se deve a presenca de metabdlitos
secundérios produzidos durante o metabolismo vegetal cuja identificagdo € feita através de
estudos como, por exemplo, o estudo fitoquimico de extratos vegetais (ALMEIDA et al,
2016).

Extratos vegetais sdo preparacdes liquidas ou em p6 obtida da retirada dos principios
ativos das drogas vegetais que podem ser adquiridos das diversas partes de uma planta por
diferentes metodologias e podem ser utilizados em testes farmacoldgicos com objetivos de
aumentar as concentragdes e diminuir as posologias de medicamentos, aumentar o prazo de
validade de drogas, testar o principio ativo de plantas medicinais, dentre outros fins
(MARQUES, 2014).

Entre as plantas que fazem parte da medicina popular proveniente do senso comum
temos a Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud, uma leguminosa popularmente conhecida como
morord ou pata de vaca, encontrada no Nordeste brasileiro, principalmente na regido da
Caatinga e de mata seca (MAIA, 2004).

Para o Nordeste brasileiro, o mororé tem uma importancia socioecondmica relevante,
devido ao seu vasto potencial como lenhosa, forrageira, fonte alternativa de renda para as
comunidades, além do seu uso etnofarmacolégico para a producdo de remédios caseiros, a
qual € atribuida acdo anti-inflamatdria, antidiabética, sedativa, antiparasitdria, digestiva,
expectorante, antioxidante, antinociceptiva e hipoglicemiante (LORENZI; MATOS, 2008).

Diante do exposto, este estudo buscou avaliar o potencial farmacolégico através da

identificacdo dos compostos bioativos e a avaliacdo in vivo do extrato obtido da casca do
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N

caule da Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud, no que se refere a sua acdo ou ndo como
antiedematogénica.

Destarte, a presente pesquisa se justificou devido a importancia cultural da utilizacio
de plantas medicinais, que € uma opg¢do terapéutica para boa parte da populacdo, seja por
adesdo a métodos naturais de tratamento ou por causa da dificuldade de acesso aos
procedimentos da medicina moderna, logo a investigacdo do potencial farmacoldgico
constituiu uma ferramenta importante com informac¢des mais confidveis obtidas através de
procedimentos laboratoriais quanto aos efeitos antiedematogénicos da casca da Bauhinia

cheilantha (Bong.) Steud.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial farmacoldgico do extrato da casca do mororé (Bauhinia cheilantha

(Bong.) Steud) como agente antiedematogénico.

2.2 Objetivos especificos

. Realizar a identificagcdo botanica da espécie estudada;

. Executar procedimentos para obtencdo de extratos utilizando solventes alcodlico,

aquoso e hidroalcéolico;

. Fazer a caracterizacdo quimica dos extratos da casca de Bauhinia cheilantha (Bong.)
Steud;
. Avaliar o potencial farmacoldgico do morord (Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud)

como agente antiedematogénico utilizando modelos animais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizacao da B. cheilantha

3.1.1 Descri¢do morfoldgica

O género Bauhinia pertence a familia Fabaceae ou Leguminosae a qual possui
aproximadamente 300 espécies distribuidas em todo territério nacional e sao conhecidas
popularmente pelo nome de “morord”, “unha-de-vaca” ou “pata-de-vaca”, devido suas folhas
fendidas lembrarem o rastro da pata dos bovinos, como a B. cheilantha, encontrada no
Nordeste brasileiro, principalmente na regido da Caatinga e de mata seca, desenvolvem-se
preferencialmente em solos férteis e argilosos de dreas com pluviosidade ndo muito baixa, em
comunidades arbdreo-arbustivas, enriquecendo o solo com nitrogénio (MAIA, 2004;
CONCEICAO, 2015).

A espécie B. cheilantha (Bong.) Steud é uma pequena arvore ou arvoreta de 3-5 m de
altura, de copa pouco densa, caule duro, com casca fibrosa e sem espinhos, folhas bilobadas,
que lembram a pata de um bovino, com a face adaxial glabra e a face abaxial vilosa,
inflorescéncia bissexuada com flores de pétalas brancas oblongo-ovadas com cinco pétalas,
fruto tipo legume, chato, comprido de cor escura, plano que abrem quando maduros liberando
as sementes sendo estas orbiculares, lisas e de testa dura, tipica do semidrido brasileiro, dos
estados do Maranhdo, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia e Minas Gerais, podendo ser encontrada com menos frequéncia em areas do

Cerrado e na regiao centro-oeste (CONCEICAO, 2015; SILVA, 2008; SOUZA, 2018) (Figura
1).
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Figura 1- B. cheilantha: (A) flor; (B) flor e folha; (C) casca; (D) fruto

Tlustragdo: (A, B, C) COSTA, F. C. P. da (2019); (D) SOUZA (2018)

3.1.2 Distribui¢@o geografica e importancia da B. cheilantha

E uma drvore nativa ndo endémica do Brasil e de ocorréncia confirmada em todas as
regides (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul), com possiveis ocorréncias no
Nordeste (Ceard, Maranhao e Pernambuco), Centro-Oeste (Mato Grosso) e Sudeste (Espirito
Santo e Minas Gerais) (REFLORA, 2015). O Moror6 enquadra-se no padrdo de distribui¢do
amplo no Brasil, no corredor seco diagonal formado pela Caatinga e Cerrado (OKASAKI,
2012).

Tem como dominios fitogeograficos a Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pampa e Pantanal e pode ser encontrado em vegetacdes do tipo Area Antrépica, Caatinga
(stricto sensu), Campo Limpo, Campo Rupestre, Carrasco, Cerrado (lato sensu), Floresta
Ciliar ou Galeria, Floresta de Terra Firme, Floresta de Varzea, Floresta Estacional Decidual,
Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombrofila (= Floresta Pluvial), Floresta Ombroéfila
Mista, Palmeiral, Restinga (REFLORA, 2015).

B. cheilantha € uma espécie amplamente empregada no preparo de remédios caseiros
com ag¢do anti-inflamatdria, antidiabética, distirbios digestivos, reumatismo, antiparasitarias,

sedativos, asma e tosse, utilizadas em diversas comunidades rurais do semiarido brasileiro,
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podendo ser encontrada em &dreas de mata da Caatinga ou em quintais agroflorestais
(SOBRINHO, 2008; GUTIERREZ, 2010; MARTINS et al, 2015; SILVA et al; 2017).

Segundo Maia (2004) e Martins et al (2015), a B. cheilantha possui grande relevancia
na utilizagdo como estaca, aplicacdo madeireira, forrageira de alto valor proteico, recuperagdo
florestal e € bastante utilizada para construcao de cercas vivas e também como combustivel.

O primeiro estudo do género Bauhinia, foi datado em 1929, através de um ensaio
clinico que comprovou a existéncia da atividade hipoglicemiante em pacientes diabéticos, o
que foi confirmado por outras publica¢des posteriores de natureza etnobotanica que citam o
uso das plantas do género no controle da glicemia de diabéticos, na forma de chd, preparado
por cozimento, o uso do p6 das folhas secas dissolvidas na dgua (LORENZI; MATOS, 2008).

Rocha (2009) afirmou que se deve evitar o uso do mororé concomitante com
medicamentos que possuem atividade similar, dado o risco de potencializagdo que poderiam
causar complicacdes e agravar o estado de saide do usudrio. Luna (2005) destacou que a
entre-casca da B. cheilantha apresentou atividade antinociceptiva e ndo foi detectada
toxicidade aguda, e o extrato da sua madeira mostrou potente atividade larvicida contra Aedes
aegypti.

Agra et al (2007) relataram que o decoto ou macerado da casca do caule da B.
cheilantha é empregado como tonico e depurativo. Conceicdo (2015) enfatizou que o morord
¢ utilizado pela populacdo para fins medicinais por apresentar atividade antiftingica,
antibacteriana, analgésica, anti-inflamatoria, antidiarreica, antitumoral e especialmente

hipoglicemiante.

3.2 Compostos majoritarios e propriedades farmacologicas da B. cheilantha

Filizola e Sampaio (2015) descreveram que no Cerrado, na Caatinga € em outros
biomas do Brasil e do mundo, héa diversas espécies de plantas produtoras de fitoativos as quais
possuem propriedades medicinais, além de sua importidncia nas farmacinhas familiares e
comunitdrias, também s3o importantes na economia, com participacdo nas industrias de
cosméticos e de farmacos.

Plantas do género Bauhinia sao estudadas quanto a sua composi¢ao fitoquimica como
também a sua acdo farmacoldgica, o que resulta na identificacdo e isolamento de muitos
compostos quimicos como lectonas e flavonoides tais como: canferol e quercetina

(amplamente encontrada nas espécies de Bauhinia), esterdides, terpenos, entre outros, sendo
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que os metabolitos secunddrios mais encontrados incluem os glicosideos de esteroides,
taninos, quinonas, 6leos essenciais e alcaloides (SILVA; FILHO, 2002; RIELDER, 2013).

A B. cheilantha possui muitas indicag¢des terapéuticas devido a presenga de compostos
como alcaloides, antraquinonas, esteroides livres, flavonas, flavonoides e xantonas, por isto
estudos apontam sua acdo anti-inflamatoria, hipoglicemiante (possui insulina nos
cloroplastos), sedativa, antiparasitdria, para uso digestivo, asma e tosse (SILVA et al, 2017).

Conceicao (2015) ressaltou que foram detectados na B. cheilantha classes de
compostos secunddarios nas folhas, madeira, caule e raizes como alcaloides, antraquinonas
esteroides, flavonoides, xantonas, fendis e flavonas. Rielder (2013) enfatizou em seu
levantamento bibliografico estudos que apontaram que a folha da B. cheilantha possui
compostos como taninos, flavonas, flavanonas, flavanois, xantonas, insulina nos cloroplastos
e alcaloides.

Os compostos fendlicos presentes na B. cheilantha estdo associados a sauide por
possuirem funcdes antissépticas, anestésica, diminuicdo dos niveis de agicar no sangue,
redugdo do peso corporal, anticarcinogénico, antiidade, e os efeitos benéficos derivados dos
compostos fendlicos mais pesquisados tém sido atribuidos a sua atividade antioxidante
(HUBER, 2008).

Carvalho (2011) afirmou em sua pesquisa que, quando se trata de composi¢do quimica
da matéria-prima vegetal, deve-se ressaltar que este parametro pode variar em decorréncia de
diversos fatores, tais como: procedéncia do material vegetal, condi¢cdes de cultivo, estagio de
desenvolvimento da planta, temperatura, disponibilidade hidrica e de nutrientes do solo, uso
de defensivos agricolas, métodos de coleta, secagem e armazenamento como: temperatura,

umidade, luminosidade e ventilagao.

3.2.1 Alcaldides

Segundo Silva (2009), alcaloides sdo substancias organicas nitrogenadas, encontradas
principalmente em plantas e também, em menor extensdo, em microrganismos € animais, sao
geralmente cristalinas, inodoras, ndo volateis, de gosto amargo, insoldveis em 4gua, mas,
soliveis em solventes organicos como alcool, éter e benzeno.

Rodrigues et al (2008) afirmaram que os alcaloides, mesmo alguns tipos tendo acao
alucindgena e usadas para fabricacido de venenos, t€ém fungdes terapéuticas importantes como
anestésica, hipertensiva, hipotensiva, estimulantes do sistema nervoso central (sendo

utilizados para distirbios nervosos) e vermicida.
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3.2.2 Antraquinonas

Santos (2008) ressaltou que as antraquinonas sao substancias cristalinas, coloridas e
semivolateis de cor amarela, vermelha ou laranja e estdo distribuidas largamente no reino
vegetal, desde as plantas superiores até fungos e liquens e, também, algumas antraquinonas de
procedéncia animal foram registradas na literatura, dentre elas, o dcido carminico, extraido
das fémeas das cochinilhas (Dactylopius coccus).

As antraquinonas estdo presentes em vdrias partes da planta como, por exemplo, na
casca do mororé e tem acao terapéutica como laxativos e catarticos (favorece a eliminagao de
fezes), pode provocar a irritacdo do intestino grosso, aumenta a mobilidade intestinal e

diminui a absorcdo de dgua (SIMOES et al, 2007).

3.2.3 Flavonoides

Os flavonoides constituem um dos grupos de compostos fendlicos mais importantes e
diversificados que estdo amplamente distribuidos por todo reino vegetal, onde sado
responsaveis por fungdes importantes nas plantas como prote¢do contra raios ultravioletas,
ataques de insetos e microrganismos como fungos, virus e bactérias, auxiliam na atracio de
animais polinizadores, além de ter importantes acdes farmacoldgicas (RODRIGUES et al,
2016; SANTOS, 2017).

Além disto, os flavonoides possuem propriedades farmacoldgicas como bactericida,
fungicida, adstringente e anti-inflamatério e as quercetinas, que sdo grupos de flavonoides
importantes, aparecem nos estudos como antioxidante, anti-inflamatéria, anticarcinogénica,
além de possuir efeito protetor do sistema renal, cardiovascular e hepédtico (BEHLING et al,
2008).

A quercetina é um importante flavonoide porque possui acdo antidiabética, uma vez
que a mesma aumenta a liberacdo da insulina e induz a enzima hepética, além de possuir
funcdo antioxidante inibindo os radicais livres (SILVA; FILHO, 2002). Para Siqueira (2013),
o elevado potencial antioxidante apresentado em testes in vitro da quercetina deve-se as suas
propriedades antirradicais livres.

Dias (2005), em seu levantamento bibliografico, mostrou que estudos in vitro com a
quercetina apontaram acdo inibitéria de agregacdo plaquetdria, detoxicacdo de diversas

enzimas e inibi¢do de crescimento de células tumorais.
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O canferol, também conhecido como kaempferol, € um importante flavonoide com
caracteristicas antioxidantes que ocorrem em inumeras plantas, estd presente em diversos
alimentos derivados de vegetais e frutos, e nesse sentido, vdrios estudos indicam que o
consumo de canferol pode ajudar a reduzir o risco de cancer em humanos e apresenta
significativa a¢@o anti-inflamatéria (COUTINHO et al, 2009; GOMES, 2010).

As flavonas, que fazem parte desse grupo particular de metabdlitos secunddrios, sao
consideradas os flavondides mais comuns, encontrando-se como protetoras quimicas naturais,
defendendo as células vegetais da fotooxidacdo encontradas nas folhas e, principalmente, nas
flores das plantas e também funcionam como atrativos para insetos, auxiliando na poliniza¢cdao
(FERREIRA et al, 2008). Medeiros (2018), em seu estudo bibliografico, afirmou que
flavonoides sdo os principais representantes dos compostos fendlicos e que estiao divididos em
flavonois, flavonas, isoflavonas e flavanonas, encontrados nas plantas, e que tem como
atividade farmacoldgica suas propriedades medicinais como antioxidante, anti-inflamatdria,

anticarcinogénica, antiestrogénica, antimicrobiana, antitumoral, dentre outras.

3.2.4 Xantonas

As xantonas sdo encontradas em plantas utilizadas na medicina popular para o
tratamento de problemas cardiovasculares e despertam interesse devido as suas propriedades
farmacoldgicas medicinais como anti-inflamatdrias, antitumorais, anti-HIV, antimicrobianas
(DINIZ, 2014).

Para Corréa (2009), a grande maioria das xantonas conhecidas ocorre como
metabolitos secunddrios bastante comuns em varias familias de fungos, liquens e,
principalmente em plantas que produzem esses compostos com a finalidade de defesa contra o

ambiente externo e de predadores.

3.3 Extratos vegetais

Os extratos vegetais sdo preparagdes liquidas ou em po concentradas, obtidas através
da extracdo do principio ativo de partes das matérias-primas vegetais tais como: raiz, caule,
folhas, flores, frutos e sementes, preparados por processos a partir da coleta, moagem,
estabilizacdo e secagem, envolvendo solventes que auxiliam na identificag¢do, isolamento,

purificacdo e retiram os fitoquimicos ou metabolitos secunddrios que estdo em todas as partes
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da planta desde a raiz até as sementes (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010; MARQUES,
2014; RODRIGUES et al, 2016).

De acordo com a composicdo quimica da planta, podem ser utilizados diversos
solventes, principalmente dgua e etanol, bem como outros tipos como metanol, cloroférmio,
éter e acetona, sdo uma das técnicas mais utilizadas para a obtencdo de compostos nao
volateis (MARQUES, 2014).

Na drea farmacéutica, as plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo de
grande relevancia como fonte de matérias-primas para a producdo de medicamentos
fitoterdpicos que passam por vdrias etapas relacionadas a droga vegetal, tais como: as
condi¢des de cultivo, época de coleta, doseamento quantitativo, metodologias de extracgdo,
inspecdo visual, operacOes unitarias de secagem, trituracdo, armazenamento, testes
fitoquimicos, determinagdo do tipo de solvente a ser utilizado e, principalmente, o
desenvolvimento da qualidade do produto fitoterdpico que € necessdrio a utilizacdo de
metodologias adequadas, tanto para o controle da matéria-prima vegetal quanto para produtos
tecnologicos apropriados e toxicologicamente seguros (CARDOSO, 2013).

Para Franzen et al (2018) e Vieira (2016), o objetivo dos extratos € liberar os
compostos presentes na matriz vegetal em concentragdes elevadas cujos valores e rendimento
dependem da metodologia utilizada, natureza da matriz vegetal, tipo e concentracdo do
solvente utilizado, dentre outros fatores. A producdo de extratos é importante em muitos
processos envolvendo plantas medicinais para obten¢do e isolamento de principios ativos com
propriedades farmacoldgicas, € os principais componentes contidos nas mais variadas
matrizes das plantas sd@o obtidos através de uma extracdo sélido-liquido, que também é
utilizada em diversos setores da indudstria a exemplo da producdo de perfumes e bebidas

(NAVIGLIO, 2007).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Classificacao da pesquisa

Quanto a abordagem, este trabalho foi classificado como pesquisa qualitativa e

quantitativa. Segundo Coérdova e Silveira (2009), a pesquisa qualitativa se preocupa com 0

aprofundamento da compreensdo e busca explicar os porqués das coisas. Tem como

caracteristica a interacdo entre os objetivos investigados, suas orientacdes tedricas e seus
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dados empiricos. Os autores entendem a pesquisa quantitativa como aquela que se apoia
predominantemente em dados estatisticos com poucas varidveis medidas em escalas
numéricas e se preocupa com a quantificacdo dos dados.

Do ponto de vista da sua natureza, este trabalho se caracterizou como uma pesquisa
aplicada que objetiva gerar conhecimentos relacionados a pratica, dirigidos a solugcdo dos
problemas especificos, envolvendo verdades e interesses locais (PRODANOV; FREITAS,
2013).

Em relacdo aos objetivos, a pesquisa classificou-se como explicativa, quando o
pesquisador procura explicar os porqués das coisas e suas causas, por meio de registro, da
andlise, da classificacdo e da interpretacdo através dos resultados oferecidos, aprofundando a
realidade e explicando a razdo. (GIL, 2002; PRODANOV; FREITAS, 2013).

Quanto aos procedimentos, a pesquisa foi experimental e teve como objetivo a
resolucdo de problemas, recorrendo a procedimentos cientificos, abordando um aspecto da
realidade que é o objeto da investigacdo, no sentido de comprovar experimentalmente as
hipoteses levantadas (CORD()VA; SILVEIRA, 2009).

Para Gil (2002), a pesquisa experimental tem como finalidade testar as hipdteses que
dizem respeito a convic¢do do pesquisador, determinando o objeto de estudo, selecionando as
varidveis capazes de influencid-lo e definindo as formas de controle e de observacdo dos
efeitos que a varidvel produz no objeto, e assim, a pesquisa experimental pretende dizer de

que modo ou por quais causas o fendmeno é produzido.

4.2 Local da pesquisa, coleta, herborizacio e identificacio do material botanico

A pesquisa foi realizada na cidade de Cajazeiras situada na regido oeste do Estado da
Paraiba, na mesorregido do sertdo paraibano e microrregidao de Cajazeiras. Estd distante da
capital, Jodo Pessoa, 477 km e tem uma populacdo estimada em 61.776 habitantes (IBGE,
2017).

As etapas laboratoriais da pesquisa foram realizadas nos laboratérios de Biologia e
Quimica, da Unidade Académica de Ciéncias Exatas e da Natureza (UACEN), no Biotério da
Unidade Académica de Ciéncias da Vida (UACV), do Centro de Formacdo de Professores
(CFP), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG).

A espécie vegetal estudada, no caso a B. cheilantha, foi coletada em ambiente natural,

no Campus de Cajazeiras da UFCG, no més de maio de 2020, em periodo chuvoso, de
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floracdo, frutifica, a qual foi prensada e levada a estufa de circulacdo de ar para secagem a
temperatura de aproximadamente 50 °C e apos esse periodo foi feita exsicata da mesma. O
material botanico foi identificado pelo taxonomista Francisco Carlos Pinheiro da Costa, e sera
enviado ao Herbdrio Rita Baltazar de Lima do Centro de Satide e Tecnologia Rural (CSTR)
da Universidade Federal de Campina Grande (UFCGQG), Patos-PB, para posterior incorporagdo

e identificagdo com nimero de registro.

4.3 Obtencao dos extratos e rendimento

Ap6s higienizagdo com um pincel para retirada de possiveis impurezas, a matéria
prima, no caso, a casca do caule do moror6 (B. cheilantha) foi picada em pequenos pedacos e
levados a uma balanca para pesagem e obteve-se 550 g do peso liquido da massa umida, e
logo apds, colocadas para secagem em estufa de circulacio de ar com temperatura de
aproximadamente 45 °C por um periodo de 48 horas até eliminar o conteido de dgua presente
no material botanico (SIMOES; ALMEIDA, 2015).

Conforme orientagdo de Sousa et al (2007), apés a desidratacdo da matéria prima
vegetal, as cascas secas do caule da B. cheilantha foram trituradas em liquidificador e
transferidas para um recipiente de vidro com tampa, previamente higienizado, envolvido em
papel aluminio, onde as amostras secas ficaram protegidas da luz, para que ndo pudessem
alterar os resultados finais.

Em seguida, foram pesadas trés por¢cdes de 20 g da massa seca, em uma balanga
analitica na propor¢ao de 1:6 (m/m), ou seja, 1 g de massa seca para 6 g de solvente e
transferidos para recipientes de vidros com tampa, previamente higienizados, envolvidos em
papel aluminio, utilizando como solventes o alcool etilico absoluto a 99,7% P.A. CH;CH,OH
(extracdo alcodlica), dgua destilada (extracdo aquosa) € uma mistura de etanol/dgua na
proporcido de 70% de élcool etilico absoluto a 99,7% P.A. (CH3CH,OH) e 30% de édgua
destilada v/v (extracdo hidroalcodlica).

As misturas foram agitadas em agitador magnético por 01hOOmin e logo apds,
deixados em repouso na geladeira por 24h00Omin sob refrigeracdo de aproximadamente 14 °C
e, posteriormente, as misturas foram filtradas por bomba a vicuo. Esse procedimento foi
repetido por trés vezes e a cada ciclo de 24h0OOmin foi realizado a adicdo dos solventes,
totalizando um periodo de 72h0Omin.

Logo depois, para obtengdo dos extratos brutos (alcodlico, hidroalcodlico e aquoso),

estes foram levados a estufa de circulacio de ar para reducdo numa temperatura de
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aproximadamente 40 °C durante um periodo de 72h0O0Omin, que resultou em uma crosta sélida
de cor marrom de cada amostra da casca do caule da B. cheilantha. Em seguida, foi realizado
o cdlculo de rendimento percentual dos mesmos pela relacdo entre o extrato e a massa seca

utilizando a seguinte equacao:

Massagy

R (%) = x 100

Massams

Onde R € o rendimento em porcentagem, Massagx € a massa do extrato e Massans € a

massa seca do material vegetal.

4.4 Determinacao dos compostos bioativos

4.4.1 Clorofilas e Carotenoides

A determinacdo dos teores de Clorofilas (Eq. 01; Eq. 02; Eq. 03) e Carotenoides
Totais (Eq. 04) (mg/100 g) foi realizado conforme método descrito por Lichthenthaler (1987)
e adaptado por Silva (2017) que consistiu em macerar por 1 min 0,1 g da amostra in natura e
seca da casca do caule da B. cheilantha, assim como 0,2 g dos extratos (alcodlico,
hidroalcodlico e aquoso), juntamente com 0,2 g de carbonato de cdlcio (CaCO3) e 3 ml de
acetona (C3HgO) a 80% em ambiente com pouca ou nenhuma luminosidade. As misturas
obtidas desses processos foram transferidas para tubos de centrifuga, envoltas com papel
aluminio para protecio da luz e acrescentado mais 2,0 ml de acetona e, em seguida,
centrifugadas por 10 min, transferidas para cubetas e levadas ao espectrofotometro para
leitura de absorbancia com comprimento de onda de 470; 646 e 663 nm, utilizando C3H¢O a
80% como branco. As medidas obtidas na espectrofotometria foram utilizadas para célculo de

teores de clorofilas e carotenoides totais, conforme equacdes apresentadas abaixo.

Clorofila a (mg/100 g) = [(12,21 x A663 — 2,81 x A646)/massa (g)] x 100/1000 (Eq. 01)
Clorofila b (mg/100 g) = [(20,13 x A646 — 5,03 x A663)/ massa(g)] x 100/1000 (Eq. 02)
Clorifila total (mg/100 g) =[(17,3 x A646 — 7,18 x A663)/massa(g)] x 100/1000 (Eq. 03)
Carotendides totais(mg/100 g) =[(1000 x A470 — 1,82Ca — 85,02Cb/198)] x 100/1000(Eq.
04)
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4.4.2 Flavonoides e Antocianinas

A determina¢do de Flavonoides e Antocianinas (mg/100 g) foi realizada conforme
método de Francis (1982) e descrito por Silva (2017), em que macerou-se por 1 min com
almofariz e pistilo 0,2 g das amostras (in natura, seca e extratos) juntamente com 10 ml de
alcool etilico absoluto a 99,7% P.A. (CH3CH,OH)/4cido cloridrico (HCIl) na proporcio de
85:15 (v/v). Essa mistura foi transferida para tubos de ensaio envolvidos com papel aluminio,
os quais ficaram protegidos da luz. O sistema passou por um periodo de 24 horas em repouso
na geladeira, e em seguida foram centrifugados por 5 min e filtrados. Apds filtragem, uma
aliquota de cada sobrenadante foi transferida para as cubetas e levadas ao espectrofotdmetro,
para a realizacdo das leituras de absorbincia no comprimento de onda de 374 nm para
flavonoides (Eq. 05) e 535 nm para antocianinas (Eq. 06). Os teores foram determinados pelas

equagdes abaixo:

Flavonoides (mg/100 g) = (Fd x Abs)/76,6 (Eq. 05)
Antocianinas(mg/100 g) = (Fd x Abs)/98,2 (Eq. 06)
Onde:

Abs= Absorbancia

Fd = Fator de dilui¢ao

4.4.3 Compostos Fenolicos Totais

Os compostos Fendlicos Totais (mg EAG/100 g) foram determinados segundo o
método de Folin-Ciocalteu, descrito por Waterhouse (2006). Inicialmente, obteve-se a curva
padrao de acido galico com as concentragdes (4,5 uL; 9 uL; 13,5 uL; 18 uL e 22,5 uL) e dos
valores de absorbancia realizada no comprimento de onda de 765 nm, tendo como resultado a
equacdo da reta (y = 0,0512x + 0,0014; R’ = 0,9992) utilizada para o cdlculo dos fendlicos
totais presentes nas amostras analisadas.

Foi preparado a solucdo para andlise utilizando 0,1 g da amostra seca e in natura, €
0,01 g dos extratos. Essas amostras foram maceradas em um almofariz com 4gua destilada e
transferida para um baldo volumétrico de 25 ml e completado o volume com dgua destilada.
Esse material foi deixado em repouso, protegido da luz, por 30 min e depois filtrado, e a

aliquota dessa solugdo foi utilizada para determinacao dos fendlicos totais.
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Em seguida, a aliquota da amostra (in natura, seca e extratos) da casca da B.
cheilantha (200 pL) foi transferida para um tubo de vidro com tampa, devidamente protegido
da luz, adicionado dgua destilada, o reagente Folin-Cicalteau e agitado por 1 min e deixado
em repouso por 5 min. Em seguida foi adicionado o carbonato de sédio, agitado por mais 1
min e deixado em repouso por 30 min em banho-maria a 40 °C. Apoés esse periodo, a mistura
ficou em repouso a temperatura ambiente para resfriamento e foi levada para leitura de
absorbancia em espectrofotometro com comprimento de onda de 765 nm. Os resultados

obtidos foram expressos em Equivalente de Acido Galico (mg EAG/100 g).

4.5 Experimentacao in vivo

4.5.1 Animais utilizados na pesquisa

Foram utilizados para os testes ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar,
machos, provenientes da Unidade de Produ¢do Animal do Instituto de Pesquisa em Farmacos
e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba — Jodo Pessoa UPA-IPeFarM/UFPB,
estes foram mantidos no Biotério da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
Campus de Cajazeiras-PB, em gaiolas abertas de polipropileno com tampa em ago inoxiddvel
com lotacdo de 3 animais por gaiola (41x34x18cm — comprimento, profundidade, altura). As
salas do Biotério sdo equipadas com ar condicionado, temperatura de 22 °C, exaustores de 30
cm de diametro e luminosidade controlada com ciclo claro/escuro de 12 horas e acesso livre a
racdo comercial balanceada peletizada e 4gua potdvel ad lebitum. Foram utilizados na
pesquisa 24 animais distribuidos em 4 grupos com 6 animais para cada espécie a ser utilizada

(NEVES et al, 2016).

4.5.2 Procedimentos €ticos

Todos os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios
éticos e de bem-estar animal estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA. As atividades experimentais envolvendo animais foram
realizadas ap6s submissdo e aprovacio da proposta de trabalho mediante Comité de Etica no
Uso de Animais — CEUA/CFP/UFCG.

Os procedimentos experimentais com os animais foram classificados com o Grau de

Invasividade 2 — GI2, pois estes poderdo causar estresse, desconforto ou dor de menor
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intensidade, e os animais foram expostos a substancias quimicas consideradas ndo letais e que
ndo causaram reagdes adversas graves.

Ao final dos testes, os animais foram eutanasiados de acordo com a Resolugdo N° 37
de 15 de fevereiro de 2018 do CONCEA, utilizando sobredosagem da associacdo de
anestésicos dissociativos (cetamina 3x a dose anestésica de 100 mg/kg correspondendo a 300
mg/kg) e agonistas de adrenorreceptores Alfa-2(xilazina 3x a dose anestésica de 10 mg/kg

correspondendo a 30 mg/kg) ambos por via intravenosa.

4.5.3 Substancias e reagentes utilizados nos testes

Para os testes de edema de pata foram utilizados 0,1 g de carragenina (1%) a qual
proporcionou o surgimento do edema; extrato aquoso da casca da B. cheilantha em trés
concentracoes diferentes na propor¢ao de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 200 mg/kg; solucdo salina
estéril (soro fisiologico a 0,9%) como controle negativo e para dilui¢do das amostras a serem
testadas e aplicacdo subplantar (100 ml para diluicdo do extrato, 10 ml para preparacdo da
solucdo com a carragenina, 2,4 ml para aplicacdo subplantar e 18 ml para aplicacdo por

gavagem), conforme método descrito por Ferreira (1979), Freire et al (1991; 1993).

4.6 Ensaio Farmacolégico

4.6.1 Teste da atividade antiedematogénica: edema de pata induzido por carragenina

Para o teste da atividade antiedematogénica seguiu-se a metodologia descrita por
Batista (2016), com modificagdes, utilizando o modelo de edema de pata induzido por
carragenina a 1% em ratos. Inicialmente, foi feito a etapa de padronizagdo dos 24 animais
utilizados nos testes in vivo para determinar a dosagem correta de cada solucdo a ser
administrada via oral (1,0 ml/100 g animal) a qual constou de pesagem dos animais e medida
basal das patas direita e esquerda com paquimetro digital, e em seguida, os animais foram
submetidos a um jejum alimentar de 6 horas.

Ap6s padronizagdo, os animais foram distribuidos em 4 grupos com 6 animais cada,
sendo 1 grupo como controle negativo e 3 experimentais. No grupo controle negativo foi
administrado apenas a solug@o salina estéril e nos 3 grupos experimentais foi administrado o

extrato aquoso nas 3 concentragdes pré-determinadas e diluidas em soro fisiol6gico.
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Os animais foram tratados por via oral com cerca de 3 ml através de gavagem da
solucdo salina no Grupo I (controle negativo), e para o tratamento, o extrato aquoso da casca
da B. cheilantha para os Grupos II, III e IV, nas concentracdes de 200 mg/kg; 100 mg/kg; 50
mg/kg, respectivamente. Apés 60 minutos, foram injetados em todos os animais na regido
subplantar, 0,1 ml de soro fisiolégico a 0,9 % (solug@o controle), na pata traseira esquerda e
igual volume de carragenina a 1%, na pata traseira direita.

O volume das patas de todos os animais foi medido com paquimetro digital no tempo
zero (6 horas antes do inicio da atividade in vivo), com 60 minutos apds aplica¢do da solucao
salina e da carragenina e a cada 60 minutos durante um periodo de 4 horas. Os resultados
foram calculados como aumento percentual do volume das patas referentes a diferenca entre
as medidas das patas esquerda e direita com relacio ao valor inicial (tempo zero) e expressas
em fungcdo do tempo. Esse procedimento foi repetido para cada concentragdo do extrato
testado, para determinacdo da concentracdo minima necessdria a uma possivel acdo

antiedematogénica do extrato da casca da B. cheilantha.

4.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada por meio do método da Andlise de
Variancia (ANOVA) e expressa como média + desvio padrdo. A porcentagem de possivel
inibicdo da acdo da carragenina obtida apds os testes foi através da comparacdo entre 0 grupo
controle negativo com os grupos experimentais antes e depois da realizacdo dos testes no
decorrer do tempo determinado (média do grupo experimental), conforme equacdo abaixo

(BATISTA, 2016).

média do grupo experimental x100

Porcentagem de inibicao = 100 — —— -
média do grupo controle negativo

Para anélise estatistica foi adotado a comparacdo das medidas, conforme o teste de
Tukey, com relevancia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade (VIEIRA, 2006 apud
SEGTOWICK et al., 2013). Para realizacdo dos calculos foi adotado como ferramenta o
programa Assistat® (SILVA; AZEVEDO, 2009 apud SEGTOWICK et al., 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apesentados na forma de artigo cientifico a ser submetido a
periddico cientifico.

Potencial farmacolégico de mororé (Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud ) como agente
antiedematogénico

Francisco Edval leite Tavaresl*; Everton Vieira da Silva’
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RESUMO

Potencial farmacologico de mororé (Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud ) como agente
antiedematogénico

A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos faz parte da histéria da humanidade, e das
muitas espécies vegetais com potencial medicinal destaca-se o morord. Neste sentido, o
objetivo dessa pesquisa foi realizar estudo fitoquimico e avaliacio do potencial
antiedematogénico de extrato da casca de Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. A metodologia
constou de coletas do material vegetal para identificagcdo botanica e producdo de extratos
aquoso, alcoolico e hidroalcéolico; quantificacdo de compostos bioativos e fendlicos totais,
estudo da capacidade antiedematogénica em modelos vivos através do método de edema de
pata. Os resultados apontaram que o extrato aquoso apresentou maiores teores de clorofilas b
(6,7137 mg/100 g) e total (9,6203 mg/100 g), carotenoides (0,2445 mg/100 g), flavonoides
(408,4004 mg/100 g) e antocianinas (111,6951 mg/100 g) em relagdo as demais amostras. Em
contrapartida, o extrato alcéolico apresentou resultados superiores para clorofila a (3,5469
mg/100 g) e fenodlicos totais (22451,0607 mg/100 g). Os testes in vivo realizados com ratos da
linhagem Wistar mostraram que o extrato aquoso apresentou acdo antiedematogénica em
todas as concentracdes testadas (50; 100 e 200 mg/kg), sendo que na de 100 mg/kg o resultado
foi mais satisfatério. Os resultados obtidos apontam que os extratos testados apresentam
concentracdes considerdveis de compostos bioativos, em especial o extrato aquoso o qual
sugere potencial acdo antiedematogénica.

Palavras-chave: Extratos naturais, compostos bioativos, acao fitoquimica



32

ABSTRACT

Pharmacological potential of mororoé (Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud) as an
antiedematogenic agent

The use of plants for therapeutic purposes is part of human history, and of the many plant
species with medicinal potential, morord stands out. In this sense, the objective of this
research was to carry out a phytochemical study and evaluation of the antiedematogenic
potential of the bark extract of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. The methodology consisted
of collections of plant material for botanical identification and production of aqueous,
alcoholic and hydroalcoholic extracts; quantification of bioactive and total phenolic
compounds, study of antiedematogenic capacity in living models using the paw edema
method. The results showed that the aqueous extract had higher levels of chlorophyll b
(6.7137 mg / 100 g) and total (9.6203 mg / 100 g), carotenoids (0.2445 mg / 100 g),
flavonoids (408.4004 mg / 100 g) and anthocyanins (111.6951 mg / 100 g) in relation to the
other samples. In contrast, the alcoholic extract showed superior results for chlorophyll a
(3.5469 mg / 100 g) and total phenolics (22451.0607 mg / 100 g. In vivo tests carried out with
Wistar rats showed that the aqueous extract showed antiedematogenic action in all tested
concentrations (50; 100 and 200 mg / kg), with 100 mg / kg being the most satisfactory result.
The results obtained indicate that the tested extracts have considerable concentrations of
bioactive compounds, especially the aqueous extract which suggests a potential anti-
edematogenic action.

Keywords: Natural extracts, bioactive compounds, phytochemical action

1. Introducao

A Caatinga é considerada o tnico Bioma 100% brasileiro, com recursos naturais
poucos explorados, e formado por uma vegetacdo adaptada aos longos periodos de estiagem
tipicos da regido, constituida por plantas espinhosas e vdrias espécies caducifélias, muitas
delas endémicas, que fazem parte dos diferentes tipos de vegetagdao como a Caatinga arborea,
a arbustiva, mata seca e carrasco, ocupam 10% do territério nacional e 70% da Regido
Nordeste, abrangendo os estados do Ceard, Piaui, Pernambuco, Paraiba, Sergipe, Alagoas e
parte do estado da Bahia e leste do Maranhdo, na fronteira com o Piaui, além da faixa norte de
Minas Gerais (SENA, 2011).

Atualmente, existe um reconhecimento dos estudos etnobotanicos e
etnofarmacoldgicos de diversas espécies vegetais, inclusive da Caatinga, onde potenciais

compostos sdo investigados a partir dos registros obtidos junto a populagdo, possibilitando
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que estudos envolvendo essas plantas avancem, favorecendo o surgimento de novos farmacos
devido as plantas medicinais serem uma das principais atividades extrativistas da Caatinga
(MAGALHAES, et al, 2020; SOUSA, 2013).

Dentre as muitas espécies vegetais com potencial medicinal da Caatinga estd a
Bauhinia cheilantha (Bong) Steud, conhecida popularmente pelo nome de morord, pata de
vaca ou unha de vaca, pertencente a familia Fabaceae ou Leguminosae, a qual possui
aproximadamente 300 espécies distribuidas em todo territério nacional (CONCEICAO,
2015). Essa espécie vegetal possui uma importante atividade socioecondmica, uma vez que
pode ser utilizada como forrageira, producdo de lenha, além do seu uso etnofarmacolégico,
em que sdo utilizadas folhas, casca e entrecasca para produgdo de remédios caseiros com acao
anti-inflamatdria, antidiabética, sedativa, antiparasitaria, digestiva e expectorante, sendo sua
acdo antioxidante, antinoceptiva e hipoglicemiante comprovada cientificamente (LORENZI;
MATOS, 2008).

A acdo terapéutica de muitas plantas ainda ndo estd comprovada cientificamente,
embora diversas plantas sejam muito conhecidas na medicina popular, seus efeitos danosos a
saude humana podem acontecer devido ao uso incorreto da populacdo, tornando-se, portanto,
muito relevante o conhecimento cientifico das mesmas, seja na identificacdo correta da
espécie, como também no conhecimento e isolamento de substincias, e na realizacdao de
atividades laboratoriais que possam comprovar a acdo medicinal das mesmas
(NEDOPETALSK, 2020).

A utilizacdo da pesquisa cientifica para confirmacdo dos saberes populares ¢é
imprescindivel, visto que se estima cerca de 25% dos medicamentos produzidos, atualmente,
sdo derivados direta ou indiretamente de plantas medicinais cujo uso é proveniente de
conhecimentos populares produzidos por sociedades tradicionais (BRASIL, 2012).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial farmacoldgico do
extrato da casca do caule do mororé (B. cheilantha) como agente antiedematogénico por meio
da caracteriza¢do quimica de extratos e teste in vivo utilizando cobaias. Isto se justifica devido
a importancia cultural dessa espécie como uma opcdo terapéutica para a populacdo, e a
investigacdo cientifica do potencial farmacolégico da mesma, torna-se uma importante
ferramenta para o fornecimento de informacdes confidveis quanto ao uso medicinal da

espécie.
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2. Metodologia

2.1.  Local da pesquisa, coleta, herborizacdo e identificacdo do material botdnico

A pesquisa foi realizada na cidade de Cajazeiras, situada na regido oeste do Estado da
Paraiba, na mesorregido do sertdo paraibano e microrregido de Cajazeiras. As etapas praticas
da pesquisa foram realizadas nos laboratérios de Biologia e Quimica, da Unidade Académica
de Ciéncias Exatas e da Natureza (UACEN), no Biotério da Unidade Académica de Ciéncias
da Vida (UACYV), do Centro de Formacado de Professores (CFP), da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Campus Cajazeiras.

Todos os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios
éticos e de bem-estar animal estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA. As atividades experimentais envolvendo animais foram
realizadas apGs submissdo e aprovagio da proposta de trabalho mediante Comité de Etica no
Uso de Animais — CEUA/CFP/UFCG.

A espécie vegetal foi coletada em ambiente natural, prensada e levada a estufa para
secagem a temperatura de 50 °C e apds esse periodo foi feita exsicata da mesma. A espécie
estudada fo1 identificada pelo taxonomista Francisco Carlos Pinheiro da Costa e serd enviada
para o Herbdrio Rita Baltazar de Lima, do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR), da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus Patos-PB, para posterior

incorporagdo a colecdo e identificacdo com nimero de registro.

2.2. Obtengdo dos extratos e rendimento

A matéria prima coletada, no caso a casca do caule do mororé (B. cheilantha), foi
obtida de um mesmo exemplar vegetal, a qual foi higienizada para retirada de possiveis
impurezas que poderiam alterar os resultados finais, secadas em estufa de circulacdo de ar
com temperatura de aproximadamente 45 °C e trituradas em liquidificador. Em seguida,
foram pesadas 3 porcdes de 20 g da amostra seca e transferidas para recipientes, envolvidos
em papel aluminio para protecdo da luz e submetidas ao processo de obtencdo dos extratos,
utilizando como solventes o 4lcool etilico absoluto a 99,7% P.A. CH3;CH,OH (extracdo

alcodlica), dgua destilada (extracdo aquosa) e uma mistura de etanol/dgua na proporcao de
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70/30 (extrato hidroalcodlico), e a obtencao do rendimento foi realizada através do célculo de
rendimento percentual entre a massa do extrato e a massa seca (SIMOES; ALMEIDA, 2015;

SOUSA et al, 2007).

2.3. Determinagdo dos compostos bioativos: ensaios fitoquimicos

2.3.1. Clorofilas e Carotenoides

Para determinacdo de Clorofilas e Carotenoides Totais macerou-se por 1 minuto 0,1g
da amostra in natura e seca, assim como 0,2 g dos extratos da casca do caule da B. cheilantha,
juntamente com 0,2 g de carbonato de calcio (CaCOs3) e 3 ml de acetona (CzHcO) a 80%, em
ambiente com pouca ou nenhuma luminosidade. A mistura obtida desse processo foi
transferida para um tubo de ensaio protegido da luz e acrescentado mais 2,0 ml de acetona,
centrifugada por 10 min e levada ao espectrofotometro para leitura de absorbancia nos
comprimentos de onda de 470; 646 e 663 nm e determinados os célculos de teores de
clorofilas e carotenoides totais. Os procedimentos foram realizados em triplicata

(LICHTHENTHALER, 1987 e adaptado por SILVA, 2017).

2.3.2. Flavonoides e Antocianinas

A determinacdo de Flavonoides e Antocianinas consistiu na maceragdo de uma
amostra (0,2 g) (in natura, seca e extratos) do material juntamente com 5 ml de dlcool etilico
absoluto a 99,7% P.A. (CH3;CH,OH)/4acido cloridrico (HCl) na proporcao de 85:15 (v/v) e
acrescentado mais 5 ml transferidos para tubos de ensaio. O sistema passou por um periodo de
repouso de 24h em geladeira, protegido da luz. Apds esse periodo, o material foi centrifugado
por Smin e, em seguida, filtrado. Apds filtragem foram realizadas as leituras de absorbéncia
em espectrofotdmetro para a determinacdo dos flavonoides com comprimento de onda de
374nm e 535nm para antocianinas e realizados os calculos dos teores dos mesmos. Os

procedimentos foram realizados em triplicata (FRANCIS, 1982 e descrito por SILVA, 2017).

2.3.3. Compostos Fenodlicos Totais
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Compostos Fenodlicos Totais foram determinados segundo o método de Folin-
Ciocalteu (WATERHOUSE, 2006), e inicialmente foi estabelecida a curva padrdao do 4cido
gélico, utilizando as aliquotas de 4,5 uL; 9 uL; 13,5 uL; 18 puL e 22,5 puL, nos quais os dados
obtidos foram utilizados para encontrar a equacao da reta (y = 0,0512x + 0,0014, R?= 0,9992)
utilizada para quantificacdo de compostos fendlicos. Apés obten¢do da equacdo da reta foram
pesados cerca de 0,1 g das amostras (in natura e seca) e 0,01 g dos extratos da casca do caule
da B. cheilantha para a preparacao de 25 ml de solugdo e utilizada uma aliquota de 200 uLL em
tubos de vidro com tampa nos quais foram adicionados: 1.925 uL de 4dgua destilada, 125 pL
do reagente Folin-Cicalteau, apds agitacdo por 3 min e repouso por 5 min, foi adicionado 250
uL de carbonato de sédio (Na,COs), seguido por nova agitagdo, a mistura ficou em repouso
em banho-maria por 30 min a 40 °C. Apds esse periodo, esperou-se o resfriamento a
temperatura ambiente e, posteriormente, foi realizada a leitura de absorbancia em
espectrofotometro a 765 nm. Os procedimentos foram realizados em duplicata. Os resultados
obtidos foram expressos em Equivalente de Acido Galico (mg EAG/ 100 g).

Para anélise estatistica referente aos compostos bioativos foi adotado a comparacio
das medidas, conforme o teste de Tukey, com relevancia estatistica ao nivel de 5% de
probabilidade (VIEIRA, 2006 apud SEGTOWICK et al., 2013). Para realizacido dos célculos
foi adotado como ferramenta o programa Assistat® (SILVA; AZEVEDO, 2009 apud
SEGTOWICK et al., 2013).

2.4.  Testes in vivo da agdo antiedematogénica do extrato aquoso de B. cheilantha : edema

de pata induzido por carragenina

Foram utilizados para os testes 24 ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem
Wistar, machos, provenientes da Unidade de Produ¢dao Animal do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba — Jodo Pessoa (UPA-
IPeFarM/UFPB). Os animais foram mantidos sob condi¢Oes controladas de temperatura (22
°C) e ciclo claro/escuro de 12h, no Biotério da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus de Cajazeiras-PB, com livre acesso a dgua potavel ad lebitum e ragdo
comercial balanceada peletizada até o inicio do periodo de jejum.

Todos os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com os principios
éticos e de bem-estar animal estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal - CONCEA.
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Para o teste da atividade antiedematogénica, seguiu-se a metodologia descrita por
Batista (2016), com modificagdes, utilizando-se o modelo de edema de pata induzido por
carragenina a 1% em ratos (Figura 2).

Inicialmente foi feito a etapa de padroniza¢do dos animais, utilizados nos testes in vivo
para determinar a dosagem de cada solucdo a ser administrada por via oral (1,0 ml/100 g
animal) a qual constou de pesagem dos animais, medida basal das patas direita e esquerda
com paquimetro digital e, em seguida, os animais foram submetidos a um jejum alimentar de
6 horas.

Apés isto, os animais foram distribuidos em 4 grupos com 6 animais cada,
equivalendo a 1 grupo controle negativo e 3 experimentais. Os animais foram tratados por via
oral com 3 ml da solugdo salina estéril (soro fisioldgico a 0,9%) através de gavagem para o
Grupo I (controle negativo), e para o tratamento, 3 ml de extrato aquoso da casca do caule da
B. cheilantha para os Grupos II, III e IV, na dosagem de 200 mg/kg; 100 mg/kg e 50 mg/kg
respectivamente. Foi utilizado para diluicao do extrato aquoso 100 ml de soro fisiolégico nas
concentracdes de 20 mg/ml, 10 mg/ml e 5 mg/ml.

Ap06s 60 minutos, foram injetados em todos os animais, na regiao subplantar 0,1 ml de
soro fisioldgico a 0,9% (solucdo salina) como solucdo controle, na pata traseira esquerda, e
igual volume de carragenina a 1%, na pata traseira direita.

O volume das patas foi medido com paquimetro digital no tempo zero (6 horas antes
do inicio da atividade in vivo), 60 minutos, apds aplicagdo da solug@o salina e da carragenina
e a cada 60 minutos, durante um periodo de 4 horas. Os resultados foram calculados como
aumento percentual do volume das patas referentes a diferenca entre as medidas das patas
esquerda com a direita em relacdo ao valor inicial (tempo zero) e expressa em funcdo do
tempo. Esse procedimento foi repetido para cada concentracdo do extrato testado, para
determina¢do da concentracdo minima necessdria a uma possivel acdo antiedematogénica do
extrato da casca da B. cheilantha.

Os dados obtidos foram utilizados para a determinagdo da possivel porcentagem de
inibicdo da agdo da carragenina obtida apds os testes, realizada por meio do método Anélise
de Variancia (ANOVA) e expresso como média + desvio padrado através da comparacgao entre

0 grupo controle negativo com os grupos experimentais.

Figura 2. Teste in vivo: (A) pesagem dos animais; (B) aplicagdo do tratamento por gavagem:;
(C) aplicacdo subplantar da carragenina; (D) medida do volume da pata.



Fonte: arquivo do autor

3. Resultados e discussao

3.1. Obtengdo dos extratos e rendimento
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Os extratos obtidos da casca do caule da B. cheilantha apresentaram uma colorac¢ao

amarelada/escuro e com cheiro amadeirado caracteristico. Os cdélculos realizados para

obten¢do do percentual de rendimento dos extratos foram efetuados através da razdo entre a

massa do extrato e a massa seca da casca triturada, representados na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento dos extratos de B. cheilantha

Tipo de Extrato Massa da casca Massa do Rendimento
triturada (g) Extrato (g) (%)
Alcoolico 20,0 2,7637 13,82
Aquoso 20,0 3,1585 8,26
Hidroalcéolico 20,0 1,6519 15,79

Fonte: dados da pesquisa (2020)

Na Tabela 1, os dados apresentados evidenciam que o extrato hidroalcéolico obteve

um melhor rendimento de 15,79% em comparacdo aos extratos alcodlico e aquoso que

obtiveram 13,82% e 8,26%, respectivamente. O método extrativo, bem como o solvente

utilizado pode influenciar diretamente na diferenca de rendimento entre os tipos de extratos

como também intervir no conteudo final da extracdo (OLIVEIRA et al, 2016).
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Em pesquisa realizada por Silva (2020), com as cascas secas da Chloroleucon
extortumo (jurema branca), o extrato alcdolico a 80% obteve rendimento de 14,84% bem
proximo ao apresentado na Tabela 1. Pesquisa realizada com extrato aquoso de folhas de B.
forficata obteve rendimento de 0,950% em plantas desidratadas obtidas em ervanarias
(MACEDO, 2015). Segundo Oliveira et al (2016), muitos fatores podem influenciar na
producdo de extratos como: a parte do material vegetal utilizada, o tipo de solvente, tempo de

extracdo, temperatura, método utilizado para extracao, entre outros fatores.

3.2. Determinagdo de clorofilas e carotenoides

Os teores de clorofilas e carotenoides verificados nas amostras estdo dispostos na

Tabela 2.

Tabela 2. Teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides em amostras de B. cheilantha

Amostras Clorofila a Clorofila b Clorofila tot Carotenoides
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
In natura 0,4142 + 0,0163° | 0,2680 + 0,0207% | 0,7389 + 0,0763% | 0,1104 + 0,0054™
Seca 0,7168 + 0,0092° | 0,5369 + 0,0066% | 1,2830 + 0,0583% | 0,1007 + 0,0024°
Alcéolico 3,5469 + 0,0532* | 2,8907 +0,2379" | 6,3441 +0,3642° | 0,0295 + 0,0087°
Hidroalcolico | 3,3714 +0,0966™ | 1,8652 + 0,0443¢ | 5,2333 +£0,1409° | 0,1528 + 0,0035"
Aquoso 2,9022 +0,0023° | 6,7137 £ 0,0525 | 9,6303 + 0,0821° | 0,2445 + 0,0067*

Fonte: dados da pesquisa (2020)
*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados apresentados na Tabela 2 apontam a diferenca de quantificagcdo entre
os diferentes extratos, a qual remete ao veiculo utilizado para extracdo (dgua destilada, dlcool
e solucdo de dlcool com dgua destilada) que podem potencializar a obten¢do dos pigmentos
que possuem estruturas quimicas polares e outras apolares. O extrato aquoso apresentou
maiores teores de clorofila b, clorofila total e carotenoides, sendo justificados devido as
estruturas apresentarem grupos funcionais que aumentam a polaridade da molécula, tendo
uma melhor solubilizagdo com dgua. Em contrapartida, o extrato alcodlico apresentou maior
teor de clorofila a em relacdo aos demais, uma vez que o solvente é capaz de solubilizar
compostos polares e também apolares.

Em pesquisa realizada por Campos (2014), com extrato alcoolico da casca de B.

glabra, obteve teores de clorofila a em 0,01 mg/100 g, clorofila total 0,01 mg/100 g e 1,35
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mg/100 g para carotenoides, valores esses inferiores ao obtido com o extrato alcdolico da B.
cheilantha obtidos nesse estudo.

Segundo Souza et al (2015) e Vilhalva et al (2012), o processo de secagem do
material estudado é importante porque diminui o teor de dgua e auxilia na conservagdo do
produto, além de apresentar vantagens sobre a homogeneidade, distribuicdo dos constituintes

e maior estabilidade.

3.3. Determinagdo de flavonoides, antocianinas e fendlicos totais

Os teores de flavonoides, antocianinas e fendlicos totais verificados nas amostras

estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Teores de flavonoides, antocianinas e fendlicos totais em amostras de B. cheilantha

Amostras Flavonoides Antocianinas Fenolicos totais
mg/100g mg/100g mg EAG/100g
In natura 76,3171 + 0,6264° 5,4510 = 0,2918d 1840,6592 + 29,7853d
Seca 80,1754 + 0,2290" 2,6798 + 0,8745¢ 1398,6655 + 35,2601¢
Alcoolico 155,1556 + 0,3663¢ 35,7627 + 0,2857° 22451,0607 + 1001,4980°
Hidroalcoolico | 174,7496 + 1,8735b 43,8139 + 0,6388b 17089,0846 + 438,3926b
Aquoso 408,4044 + 0,4158* 111,6951 + 0,9730° 6388,3545 + 463,1356°

Fonte: Dados da pesquisa (2020)
*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Essas diferencas de resultados apresentados na Tabela 3 apontam que o sistema de
solvente utilizado pode ser um fator determinante, no que se refere a quantidade de compostos
extraidos, onde flavonoides e antocianinas foram melhor solubilizados com o solvente aquoso
(408,4044 e 111,6951 mg/100 g respectivamente) e os compostos fendlicos totais foram mais
bem extraidos com o solvente alcdolico (22451,0607 mg EAG/100g). Segundo Mattos
(2013), a polaridade do composto é um fator determinante, uma vez que a afinidade entre
solvente e soluto podem influenciar na quantidade de compostos extraidos.

Pesquisa realizada por Caffaro (2014), com os trés tipos de extratos da casca do caule
da espécie B. cheilantha, indicou a presenc¢a de flavonoides, porém o autor ndo quantificou

estes compostos majoritirios. A presenca de antocianinas em todas as amostras obtidas da
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casca do caule da B. cheilantha (Tabela 3) difere de estudos realizados por Oliveira (2020)
com flores, folhas e caule de espécies de Bauhinia (variegata e monandra), as flores e folhas
apresentaram considerdveis teores de antocianinas, porém o referido pigmento ndo foi
encontrado no caule. Lins (2008) trabalhou com casca de raiz de B. pentranda, em testes
realizados com o reagente de Folin-Cicateau, e indicou presenca de substancias fendlicas no
extrato alcéolico.

Em relagao aos fendlicos totais e flavonoides, Oliveira (2020) apontou a presenca
desses compostos nos galhos de B. monandra, sendo 64,32 mg/100 g de fendlicos totais em
equivalente de 4cido gélico e 16,75 mg/100 g de flavonoides no extrato alcéolico. Campos
(2014), em estudo com o extrato bruto hidroalcodlico da casca de B. glabra, obteve 58,50
mg/100 g em EAG de fendlicos e 10,50 mg/100 g de antocianinas. Os resultados das
pesquisas apresentadas diferem do obtido na Tabela 3 referentes a B. cheilantha nas quais se
mostram superiores em teores de flavonoides, antocianinas e fenélicos totais.

Além do veiculo utilizado para extra¢do, Bianco (2003) e Peixoto Sobrinho (2008)
afirmam que a quantidade de metabolitos secundarios e primdrios produzidos podem estar
relacionada a outros fatores ambientais como fertilidade do solo, ventos, temperatura,
poluicdo do ar e do solo e fatores sazonais, como também os horarios e condi¢des de coleta o
que justifica os diferentes resultados obtidos nas pesquisas aqui apresentadas.

A quantificacdo de compostos bioativos é muito importante, pois estes metabolitos
podem estar diretamente relacionados ao potencial terapéutico apresentado pelas plantas
medicinais e consequentemente de seus constituintes quimicos. Essa relagdo entre
componentes quimicos e plantas medicinais tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja
foram comprovadas as relacdes dos mesmos com as respostas bioldgicas em estudos clinicos
fazendo com que, muitas destas substancias futuramente sejam aproveitadas como agentes

medicinais.

3.4.Acdo antiedematogénica do extrato aquoso da B. cheilantha

O critério de escolha do extrato aquoso para realizacdo dos testes in vivo referente a
acdo antiedematogénica foi feito com base na quantidade de flavonoides presentes na amostra
analisada 408,4044 mg/g, sendo essa superior aos demais (ver Tabela 3). Além disso, segundo
Oliveira et al (2015), nesse tipo de extrato € utilizada a 4gua como solvente que € natural e de

facil obtencdo, € o tnico solvente encontrado livre na natureza.
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Os resultados obtidos quanto a agdo antiedematogénica do extrato aquoso de B.
cheilantha mostraram que em todas as concentragdes (200 mg/kg; 100 mg/kg e 50 mg/kg)
foram observados, estatisticamente, a redu¢do do edema pela inducdo da carragenina (Figura

3).

Figura 3. Avaliacdo do volume da pata em relagdo ao tempo do efeito antiedematogénico do
extrato aquoso de B. cheilantha
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Fonte: dados do autor

* Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A andlise da Figura 3 mostra que todas as concentracdes do extrato aquoso de B.
cheilantha no primeiro tempo de medi¢do, estdo abaixo da solucdo salina (solugdo controle)
aplicadas por gavagem, indicando que houve uma tendéncia a redu¢do do edema, sendo que a
de 100 mg/kg apresentou um resultado mais positivo. No segundo tempo, estatisticamente,
ndo ocorreu diferenca entre as trés concentracdes e a solucdo controle, porém, no terceiro e
quarto tempo as concentracoes de 100 e 200 mg/kg apresentaram diferenca significativa em
relagdo a solugdo controle.

Estes resultados apontam que, todas as concentra¢des apresentaram uma resposta
positiva quanto a acdo antiedematogénica do extrato aquoso de B. cheilantha, porém a
concentracdo de 100 mg/kg pode ser considerada a mais indicada para estudos posteriores que
confirmem a a¢do antiedematogénica da espécie estudada.

Essa acdo antiedematogénica obtida corrobora com os saberes populares que indicam
a casca do mororé para esse fim, o que € muito importante para a valorizacdio do
conhecimento popular que muitas vezes estd a margem do conhecimento formal fazendo uma
ponte entre os saberes empirico e o cientifico.

Ressaltando ainda que os dados apresentados nos resultados podem estar relacionados

a presenca dos flavonoides no extrato testado, visto que estes compostos sdo relevantes para a
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saide humana por possuirem uma série de propriedades farmacoldgicas atuantes como: anti-
inflamatorias, antioxidantes, antitumoral, entre outras, além de constituirem a maior classe de
fendlicos presentes, principalmente nas partes aéreas das plantas (Garlet, 2019; Ceniquel
Filho, 2009; Simdes, 2015; Reginato et al, 2015; Ramos, 2009).

Comparando os resultados obtidos nesta pesquisa no que se refere ao estudo realizado
com o extrato aquoso das folhas de B. purpiirea em camundongos, apenas a dose de 30 mg/kg
obteve acdo anti-inflamatoéria significativa (ZACARIA et al, 2007). Pesquisas realizadas com
o extrato alcéolico da casca de B. pupurea nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg, para avaliacdo
de acdo anti-inflamatdria por edema de pata induzido por carragenina, indicaram que o extrato
apresentou reducdo de 46 e 77% respectivamente para as doses aplicadas (SHEEDHARA et
al, 2009).

4. Consideracoes finais

O conjunto de resultados apresentados neste estudo mostra que, em referéncia aos
compostos bioativos, as amostras testadas da B. cheilantha apresentaram resultados
satisfatorios quanto a presenca de flavonoides e fendlicos totais, que sdo responsdveis por
acoOes farmacoldgicas no reino vegetal.

No tocante ao extrato aquoso da casca do caule da B. cheilantha, este demonstrou ter
propriedades antiedematogénica. Portanto, isso remete a necessidade de realizagdes de novos
estudos mais aprofundados relacionados aos compostos quimicos presentes no extrato, bem
como elucidar os mecanismos de acdo que causam o efeito antiedematogénico.

O teste de edema de pata induzido por carragenina em ratos, utilizado nesta pesquisa, €
muito importante, sendo que, este procedimento € empregado para triagem de agentes
antiedematogénico e testes com produtos naturais. Além de que os ratos respondem
favoravelmente a agentes flogisticos, que induzem a uma resposta inflamatdria.

Assim, os resultados apresentados nesta pesquisa sdo importantes, uma vez que
corroboram para a realizagdo de mais estudos que busquem respostas quanto a acgdo

antiedematogénica da casca do caule de B. cheilantha, além do fornecimento de dados

referentes a composicao quimica da espécie estudada.
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ANEXO

Anexo I — Certidio do CEUA de aprovacdo do parecer de autorizacdo da realizacdo de
pesquisa com animais

CENTRO DE FORMACAO DE PROFESSORES - CFP 00 e Erica
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS no Use de Animais

u UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE em

Numero 05/2019

CERTIDAO

Certifico, para os devidos fins, que o Processo 23096.015245/19-43, tendo como interessado Dr.
Everton Vieira da Silva e projeto intitulado “Potencial farmacoligico de Mororé (Bauhinia cheilantha
(bong.) Steud ) como agente anti-inflamatério e antinociceptivo™, constou na pauta da 3* Reunifio Ordindria
da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA, do Centro de Formagdio de Professores -
Campus de Cajazeiras, da Universidade Federal de Camping Grande, realizada sob a presidéncia do
professor Dr. Udson Santos, no dia 23 de outubro de 2019, tendo o plenario aprovado por unanimidade, o
parecer do (a) Relator (a) da matéria, Dr* Natalia Bitu Pinto, favordvel ao pleito do (a) requerente, conforme

consta da respectiva ata, e registrado sob o niimero, 05/2019.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE .
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS Cajazeiras, 23 de outubro de 2019.

LIVRO:_01 FOLHA: _02 _REG
DATA;_23/10/2019 RESP.

3IRO: 052019

.
U&:Lon smb VAR

Presidente da CEUA
Centro de Formagdo de Professores
- CFP Campus de Cajazeiras /
UFCG

Rua Sérgio Moreira de Figueiredo, SN — Térreo — Casas Populares — 58900-000 — Cajazeiras —
Paraiba Fone: (83)-3532-2000 / ramal 2162 / fax: (83)-3531-3046 / e-mail:
ceua.cfp@ufeg.edu.br
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CENTRO DE FORMACAO DE PROFESSORES - CFP ¢80 200 Fie
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS no Uso de Animais

Numero 05/2019

E UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE eEm

CERTIDAO

Certifica-se que o Processo 23096.015245/19-43, de interesse do Dr. Everton Vieira da Silva,
referente ao projeto “Potencial farmacolégico de Mororé (Bauhinia cheilantha (bong.) Steud ) como agente
anti-inflamatorio e antinociceptivo”, constou na pauta da 3* Reunido Ordindria da C OMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS - CEUA, do Centro de Formagdo de Professores - Campus de Cajazeiras, da
Universidade Federal de Campina Grande, realizada sob a presidéncia do professor Dr. Udson Santos, no dia
23 de outubro de 2019. O plenario aprovou por unanimidade o parecer da relatora Dr* Natalia Bitu Pinto,

favoravel ao pleito do requerente, conforme consta na ata registrada sob o numero 05/2019.

Finalidade da proposta: Pesquisa (mestrado) Vigéncia da proposta: 11/2019- 06/2020
Origem dos animais: Unidade de Produ¢io Animal IpeFarM ’
Espécie: Ratos Heterogénicos Linhagem: Rattus norvegicus- Wistar
Sexo: Macho Idade: 8-10 semanas

Peso: 180-200 gramas Quantidade: 30

Local do experimento: Biotério do Centro de Formagio de Professores CFP/UFCG.

Responsavel Técnica: Monica Adriana Araujo de Souza CRMV-PB: 01091

Cajazeiras, 23 de outubro de 2019.
I
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\

V T
Dr. Udson Santos

Presidente do Comité de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal de Campina Grande - Campus Cajazeiras

Rua Sérgio Moreira de Figueiredo, SN — Térreo — Casas Populares — 58900-000 — Cajazeiras — Paraiba Fone: (83)-3532-
2000 / ramal 2162 / fax: (83)-3531-3046 / e-mail: ceva.cfp@ufeg.edu.br



