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RESUMO

Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker., conhecida popularmente como guaco, € uma
planta medicinal brasileira, pertencente a familia Asteraceae, muito utilizada em
medicamentos para tratar a tosse e disturbios respiratorios. Apresenta atividades
broncodilatadora, antiulcerogénica entre outras. Cumarinas, terpenos e acidos
organicos sao os principais constituintes quimicos desta espécie. Na literatura
pesquisada ndo foram encontrados trabalhos abordando a produgdo de extratos
secos padronizados de guaco, por isso o0 objetivo deste trabalho foi a obtencéo e a
caracterizagdo do extrato seco padronizado desta espécie vegetal. As folhas de
guaco foram coletadas, secas em estufa e trituradas, obtendo-se a droga vegetal. O
extrato hidroalcodlico foi obtido através da percolacdo da droga vegetal utilizando
como liquido extrator etanol 80%(v/v). Em seguida foram realizados diversos
experimentos de secagem por spray drying com o intuito de investigar as influéncias
da vazado de alimentagdo do extrato e da proporgcdo de diferentes adjuvantes de
secagem nas caracteristicas dos extratos secos obtidos. A cumarina e o acido o-
cumarico foram utilizados como marcadores quimicos e foram quantificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em todas as etapas do processo.
Foi validado um meétodo analitico seguindo os critérios propostos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o qual foi seletivo, linear, preciso, exato,
sensivel e robusto. Na caracterizacdo da droga vegetal o teor de volateis obtido foi
de 9,00 + 1,75%, o teor de cumarina foi de 0,72 + 0,02% e o teor de acido o-
cumarico foi de 0,13 £ 0,005%. O tamanho médio de particulas foi de 444,823 ym e
o indice de intumescéncia foi de 3,2 em etanol 80%, 4,27 em etanol 50% e 10,13 em
agua. O extrato hidroalcodlico apresentou densidade 0,9256 + 0,0006 g/mL, teor de
solidos totais de 5,18 + 0,21%, pH 6,1 + 0,00, teor alcodlico de 56% e viscosidade de
5,57 mPas. Os rendimentos de secagem variaram de 11,35 a 54,11%, sendo que
em todos os produtos secos, foram observados teores de volateis e atividade de
agua abaixo de 5% e 0,5, respectivamente. A condi¢cdo selecionada para ser
empregada na obtencdo de extratos secos padronizados de guaco foi aquela
realizada com menor proporg¢ao de didxido de silicio coloidal (15%), maior vazéo de
alimentacao do extrato (6mL/min), na qual obteve-se teores de cumarina e acido o-
cumarico de 1,83 =+ 0,004 e 0,80 = 0,012, respectivamente. O extrato seco obtido
nestas condi¢gdes apresentou particulas esféricas e a sua atividade antiulcerogénica
no modelo de ulceras induzidas por indometacina foi demonstrada, sugerindo-se um
efeito gastroprotetor. O perfil cromatografico (CCD e CLAE) do pé, do extrato
hidroalcodlico e do extrato seco demonstrou que a extracdo hidroalcodlica foi
adequada para a extracdo de cumarina e 4acido o-cumarico € o processo de
secagem nao ocasionou alteragdes no perfil quimico do extrato em relagéo a estas
substancias. Dessa forma, a produgédo de extratos secos por spray drying a partir
das folhas de M. laevigata pode ser uma alternativa interessante e promissora para a
obtencao desse produto intermediario.

Palavras chave: Guaco. Cumarina. Fitoterapico. Controle de qualidade. Plantas
medicinais. Spray drying.



ABSTRACT

Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker., popularly known as guaco, is a Brazilian
medicinal plant belonging to Asteraceae family and widely used in medicine to treat
coughs and respiratory disorders. It presents bronchodilator and antiulcer activities
among others. Coumarins, terpenes and organic acids are the main chemical
constituents of this specie. In the literature no studies were found concerning the
production of standardized dried extracts from this plant specie, therefore the aim of
this study was the obtaining and the characterization of standardized dry extract of
this plant specie. M. laevigata leaves were collected, dried and crushed, resulting in
the plant drug. The hydroalcoholic extract was obtained by percolation of the drug
plant and the extraction liquid used was ethanol 80% (v/v). After drying experiments
were carried out in order to investigate the influences of the extract feed rate and the
drying adjuvant ratio in the characteristics of the dried extracts obtained. o-coumaric
acid and coumarin were used as chemical markers and were quantified by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) in all stages of the process. An
analytical method was validated following the criteria proposed by the Agéncia
Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA), proving to be selective, linear, precise,
accurate, sensitive and robust. In the characterization of plant drug the volatile
content obtained was 9.00 + 1.75%, the coumarin content was 0.72 + 0.02% and the
acid o-coumaric content was 0.13 £ 0.005%. The average particle size was 444.823
um and swelling index was 3.2 in ethanol 80%, 4.27 in ethanol 50% and 10.13 in
water. The hydroalcoholic extract presented a density of 0.9256 + 0.0006 g / mL, total
solids content of 5.18 + 0.21%, pH 6.1 £ 0.00, alcohol content of 56% and viscosity of
5.57 mPas. The drying yields ranged from 11.35 to 54.11%, and all dried products
presented volatiles content and water activity below 5% and 0.5, respectively. The
selected condition to be used to obtain standardized dried extracts of M. laevigata
was that performed with a smaller proportion of colloidal silicon dioxide (15%) and
increased extract feed rate (6mL/min), in which levels were obtained coumarin and
o-coumaric acid content of 1.83 £ 0.004% and 0.80 + 0.012%, respectively. The dry
extract obtained in these conditions showed spherical particles and their antiulcer
activity in the model of indomethacin induced ulcers was demonstrated, suggesting a
gastroprotective effect of this extract. Comparison of powder, hydroalcoholic and dry
extract chromatographic (TLC and HPLC) show that the hydroalcoholic extraction
was suitable for the extraction of coumarin and o-coumaric acid and the drying
process did not cause changes in the chemical profile of the extract in relation to
these substances. Thus, the production of dried extracts by spray drying from the
leaves of M. laevigata can be an interesting and promising alternative for obtaining
such an intermediate product.

Keywords: Mikania laevigata. Coumarin. Phytomedicines. Quality control. Medicinal
plants. Spray drying.
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1 INTRODUGAO

As plantas fazem parte da vida dos seres humanos desde os tempos mais
remotos, sendo utilizadas de diversas formas: como alimentos, matéria-prima para
vestuario, moradia, usos domésticos, em manifestagdes culturais e para manter sua
saude e prevenir ou curar doengas (SIMOES et al.,2004). Os tratamentos da
medicina tradicional ou popular que se baseiam na utilizagdo de plantas medicinais
vém funcionando ha séculos em paises como China, india e também no continente
africano. Especialmente nos paises desenvolvidos observa-se um crescimento
notavel da industria de fitoterapicos e, os fitomedicamentos utilizados pela
populagcdo sao oficialmente registrados, assegurando sua qualidade (MULLER,;
MACEDO, 2005).

O desenvolvimento do controle de qualidade de farmacos, incluindo a
identificacdo e quantificagdo de compostos quimicos tornou possivel o surgimento
de medicamentos fitoterapicos seguros, eficazes e reprodutiveis. Além disso, os
fitoterapicos apresentam algumas vantagens com relagdo aos medicamentos
sintéticos de uso tradicional: apresentam efeitos sinérgicos, como possuem uma
complexa composicdo quimica as substancias podem atuar em diversos sitios de
acao, normalmente apresentam menores riscos de efeitos colaterais devido as
concentragcdes reduzidas dos compostos ativos e apresentam menores custos de
pesquisa (PEDROSA; YUNES; CECHINEL FILHO, 2001).

1.1 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

O Brasil detém cerca de 23% do total das espécies vegetais existentes no
planeta (RATES, 2001). Dessa forma, a grande variedade de espécies de plantas,
animais e microrganismos existentes no ecossistema brasileiro representa um
importante diferencial para o desenvolvimento de medicamentos naturais (SIMOES
et al., 2004).

A fitoterapia € a ciéncia que estuda a utilizagdo de produtos de origem
vegetal com finalidade terapéutica, para prevenir, para atenuar ou para curar um
estado patolégico (CARVALHO, 2005).

Medicamento fitoterapico é o medicamento obtido empregando-se

exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, sendo caracterizado pelo
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conhecimento da espécie vegetal, de sua eficacia e dos riscos do seu uso e também
pela sua reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. O fitoterapico deve ter sua
eficacia e segurancga validadas por meio de levantamentos etnofarmacolégicos, de

documentagdes cientificas ou ensaios clinicos de fase 3 (BRASIL, 2010).

Atualmente cerca de 25% das drogas prescritas no mundo s&o obtidas direta
ou indiretamente de plantas e cerca de 49% das drogas desenvolvidas entre 1981 e
2002 foram obtidas de produtos naturais, ou analogos semi-sintéticos ou ainda
compostos sintéticos baseados em produtos naturais (KOEHN e CARTER, 2005).
Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) mostram que 50% da populagao
mundial utiliza plantas medicinais para o alivio de dores e, segundo ESTRELA

(1995) cerca de 30% as utiliza por indicagdo médica.

O setor de fitoterapicos vem se mostrando muito promissor e movimenta
mundialmente US$ 21,7 bilhdes por ano, representando cerca de 15% do capital da
industria farmacéutica mundial (NIERO, 2010). No Brasil sdo movimentados cerca
de US$160 milhdes e o ritmo de crescimento das vendas é de mais de 15% ao ano,
sendo que para os medicamentos sintéticos esse numero é de apenas 4%
(FEBRAFARMA, 2010).

O crescimento do setor de fitoterapicos vem estimulando pesquisadores e
industrias farmacéuticas internacionais a investir em pesquisa e patenteamento de
novas substancias naturais, bem como em processos para obter drogas
padronizadas (BRANDAO et al., 2006).

O desenvolvimento de fitoterapicos € um processo bastante complexo, que
envolve varias areas de conhecimento, como a botanica, agronomia, ecologia,
quimica, fitoquimica, farmacologia, toxicologia, biotecnologia, quimica organica,
tecnologia farmacéutica, dentre outras (TOLEDO et al., 2003). Para se produzir um
produto fitoterapico deve-se primeiramente verificar a agado farmacoldgica de uma
planta medicinal e, posteriormente iniciar o processo que vai desde a qualificacdo da
matéria-prima vegetal, passando pelas operagdes de transformacgado até o produto
final. A qualidade do extrato utilizado na fabricacdo de um medicamento fitoterapico
se baseia na presenca de um ou mais componentes especificos que caracterizam e
justificam a atividade farmacoldgica de cada espécie de planta medicinal. Esses
componentes sao conhecidos como marcadores e devem ser quantificaveis
(GUIMARAES et al., 2007). Além disso, geralmente a atividade bioldgica de uma
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espécie vegetal ndo depende apenas de uma substadncia, mas da interagdo
sinergistica entre os diversos componentes nela presentes (COUTO et al., 2010).
Dentro desse contexto, o Departamento de Assisténcia Farmacéutica do
Ministério da Saude vem desenvolvendo diversas agdes voltadas ao
desenvolvimento de cadeias produtivas de plantas medicinais e fitoterapicos. Com
isso, pretende-se facilitar e ampliar o acesso dos usuarios do Sistema Unico de
Saude a servigos e produtos fitoterapicos. A aprovagdo da Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos através do Decreto n° 5.813 de 22 de julho de
2006, e da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares, prevendo o
tratamento com Plantas Medicinais e Fitoterapicos no Sistema Unico de Saude
(SUS), conforme disposto na portaria n°® 971, de 3 de maio de 2006, do Ministério da
Saude, constitui um grande incentivo a Fitoterapia (BRASIL, 2006a e 2006b), o que

também reforca a importancia de pesquisas com plantas medicinais.
1.2 Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker.

Dentro da familia Asteraceae varias espécies sdo consideradas plantas
medicinais, sendo inclusive reconhecidas pela Farmacopéia Brasileira. Dentre estas
destacamos o género Mikania, com as espécies Mikania glomerata Spreng, Mikania
hirsutissima DC. e Mikania laevigata (BRANDAO et al., 2008).

A espécie Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker., conhecida popularmente
como guaco ou guaco-de-cheiro (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 2005), é uma
planta medicinal brasileira empregada em medicamentos para tosse e disturbios
respiratorios. Trata-se de uma espécie nativa do Brasil, muito utilizada pela
populagdo e a tradicdo do seu uso é proveniente de comunidades indigenas e
caboclas (SIMOES et al., 2004). Devido ao seu grande uso essa espécie esta entre
as oito que constam na lista de medicamentos fitoterapicos do Elenco de Referéncia
Nacional do Componente Basico da Assisténcia Farmacéutica, contemplado na
Portaria n°2.982 de 26 de novembro de 2009, do Ministério da Saude (BRASIL,
2009a). Além disso, faz parte do RENISUS (Relagao Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS), sendo dessa forma importante que se obtenham mais estudos
acerca da mesma (BRASIL, 2009b).

Trata-se de um subarbusto, de caule cilindrico, folhas opostas de contorno
oval e capitulos em forma de glomérulos (GILBERT; FERREIRA; ALVES, 2005). As
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folnas sdo simples, glabras a olho nu, coriaceas e escuras quando secas.
Apresentam laminas ovaladas a ovalado-lanceoladas, venacédo actinédroma com
trés nervuras evidentes. Difere da Mikania glomerata pelo forte odor da cumarina e
pela forma das folhas (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 2005).

Estudo recente demonstrou que o extrato etandlico de M. laevigata, obtido de
cultivo hidropdnico e tradicional, apresentou efeito alelopatico mesmo em baixas
concentragcbes, mas nao conseguiu apresentar atividade antimicrobiana significativa
para uma série de microrganismos (BARATTO et al., 2008). Em contrapartida,
Duarte et al. (2004) destacaram a atividade antibacteriana da M. laevigata em
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Streptococcus faecium em concentragdes
similares as do cloranfenicol. Yatsuda et al. (2005) demonstraram atividade dos
extratos de M. glomerata e M. laevigata para cepas mutantes de Streptococcus,
mesmo em baixas concentracdes dos extratos.

Bighetti et al. (2005) observaram atividade antiulcerogénica do extrato
hidroalcodlico bruto e da cumarina isolada de M. laevigata. A atividade anti-
inflamatoria desta espécie foi sugerida em estudo realizado por Suyenaga et al.
(2002). Alves et al. (2009) propuseram que o0 mecanismo para a atividade anti-
inflamatdria do extrato de M. laevigata pode estar relacionado a inibicdo da produgao
de citocinas pro-inflamatorias no local da inflamacdo. Moura et al. (2002)
demonstraram atividade broncodilatadora dos extratos de M. glomerata em
brénquios humanos isolados e em anéis de traquéia de cobaia, sugerindo que essa
planta pode ter efeitos benéficos potenciais no tratamento de doengas
broncoconstritivas, justificando o uso popular dessa espécie. Graga et al. (2007)
demonstraram a eficacia de M. laevigata como antiasmatico tradicional e sugerem
que seu mecanismo de agao em traquéias de ratos pode estar relacionado a
mudangas na mobilizagdo de calcio intracelular e ativagdo de canais de potassio
ativados por calcio.

Com relagao aos aspectos toxicoldgicos, os extratos fluidos de M. glomerata e
M. laevigata nas doses de 5 a 10 mL/kg ndo foram capazes de provocar a morte em
ratos Wistar machos (GILBERT et al., 2005). Ensaios pré-clinicos em roedores do
fitoterapico “Biotoss” (composto de mel e extratos de varias plantas, inclusive M.
glomerata) mostrou baixa toxicidade (CARRASCHI et al, 2000). Segundo Graga et
al. (2006) o xarope de M. laevigata ndo apresenta toxicidade no sistema reprodutivo

de ratos machos Wistar nas doses testadas de 3,5; 7,0 e 14,0 mg/kg.
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Quanto aos constituintes quimicos desta espécie, uma prospeccao fitoquimica
do extrato bruto hidroalcodlico a 70% de M. laevigata revelou a presenga de
cumarinas, terpenos e acidos organicos (BIGHETTI et al., 2005). Pedroso et al.
(2008) isolaram siringaldeido desta planta, sendo considerado um dos componentes
majoritarios do extrato de M. laevigata. Os componentes acido caurendico, acido
grandiflorico, estigmasterol e friedelina também foram identificados em M. glomerata
(VENEZIANI; OLIVEIRA, 1999). Rehder, Sartoratto e Rodrigues (2006) encontraram
germacreno D nos Oleos essenciais das folhas, inflorescéncias e sementes de M.
glomerata e M. laevigata e nos 6leos das sementes encontraram espatulenol, sendo
que a cumarina foi detectada somente no 6leo essencial da folha de M. laevigata.
Dentro do género ja foram descritas as presengas de polifendis e taninos em Mikania
spp. e cumarinas em Mikania glomerata Spreng (SIMOES et al., 2004).

Recentemente, um estudo comparativo da composicdo quimica de M.
glomerata e M. laevigata determinou que ambas possuem composi¢cdo quimica
muito semelhante (cumarina, triterpenos/esterdides e heterosideos flavonicos) e
teores de cumarina muito proximos (0,30% para M. glomerata e 0,43% para M.
laevigata). Dessa forma, concluiu-se que as duas espécies podem ser usadas de
forma indistinta (BOLINA; GARCIA; DUARTE, 2009).

Segundo a Farmacopéia Brasileira IV (2005), a droga vegetal do guaco é
constituida pelas folhas dessecadas, contendo, no minimo, 0,1% de cumarina (1,2-
benzopirona), a qual € considerada o marcador da espécie M. laevigata.

A cumarina (Figura 01A) é uma lactona do acido o-hidroxicinamico (Figura
01B) ou acido o-cumarico, sendo formada a partir da sua lactonizagdo por agéo
enzimatica e pelo calor. A palavra cumarina origina-se do caribenho cumaru, nome
dado a arvore. Ocorre como cristais prismaticos, apresenta odor fragrante e sabor
ardente, aromatico e amargo (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997). As cumarinas
livres sdo soluveis nos alcodis e nos solventes organicos ou nos solventes clorados.
As formas heterosidicas sao mais solUveis em agua e nao sublimam ao contrario
das formas livres (CUNHA, 2009).
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Figura 01: (A): Estrutura quimica da cumarina (1,2-benzopirona). (B): Estrutura quimica do acido o-
cumarico (acido o-hidroxicinamico). (SIMOES et al., 2004).

Varios autores atribuem os efeitos farmacoldgicos do guaco a cumarina ou a
possivel interagao sinergistica com outros componentes da espécie (PEDROSO et
al., 2008). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) considera a
cumarina como marcador quimico do guaco e através da Instru¢cdo Normativa n°5
(BRASIL, 2008) estabelece a dose diaria recomendada de cumarina para efeito
expectorante e broncodilatador variando de 0,5 a 5 mg. Em um estudo de analises
de tinturas a base de Mikania sp, Santos, Teodoro e Silva (2010) concluiram que os
produtos encontrados no mercado apresentam uma grande variagédo no teor de
cumarina, o que pode interferir significativamente na qualidade do produto final € na
atividade terapéutica. Dessa forma, ressalta-se a importancia da padronizacéo do
teor dessa substancia visando a obtencdo de medicamentos fitoterapicos seguros e
eficazes.

Quanto aos aspectos toxicoldgicos, efeitos anticoagulantes e hemorragicos,
associados ao dicumarol, ndo ocorrem com a cumarina. A afirmacdao de que
cumarinas interferem na coagulacdo sanguinea parece nao ter base cientifica. Em
altas doses a cumarina provoca vémitos e diarréia, inibe a inflamagao imunoldgica,
mas néo inibe a resposta inflamatdria aguda (GILBERT; FERREIRA; ALVES, 2005).

1.3 SECAGEM DE EXTRATOS VEGETAIS

Para obtencdo de extratos vegetais um dos métodos mais utilizados é a
percolacao, que também tem demonstrado ser viavel para a industria farmacéutica
(VASCONCELOS et al.,, 2005a). Na percolagdo ocorre a extragdo exaustiva das
substancias ativas, sendo assim considerada um processo de esgotamento dos
principios ativos da planta (SIMOES et al., 2004).
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Para a secagem dos extratos obtidos um dos métodos mais utilizados é a
nebulizagdo ou spray drying, sendo frequentemente necessario o uso de excipientes
para reduzir a retengdo de umidade (SOUZA et al., 2007). Nesses casos 0s
adjuvantes de secagem mais utilizados sao: amido, ciclodextrinas, dioxido de silicio
coloidal, fosfato tricalcico, gelatina, goma arabica, lactose, maltodextrina, entre
outros (SILVA JUNIOR et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2005b).

O processo de spray drying é muito utilizado em todo o mundo na preparagéo
de medicamentos fitoterapicos, tanto para a obtencdo de produtos finais ou
intermediarios, bem como na microencapsulacdo de O6leos essenciais (LIST;
SCHMIDT, 1989).

Este processo de secagem envolve trés etapas principais: primeiramente o
fluido a ser seco € disperso em microgoticulas, aumentando sua area superficial.
Posteriormente ocorre o contato destas goticulas com uma corrente de ar aquecido
e, finalmente, ocorre a evaporacao do liquido, restando apenas a particula sdlida, a
qual normalmente apresenta o mesmo tamanho e formato da goticula que a originou
(MASTERS, 1985; RANKELL et al.,2001).

Todos os equipamentos spray dryer possuem uma estrutura basica composta
por: distribuidor de alimentagao, aspersor, fornecedor de ar quente, camara de
secagem, separador sélido-gas e sistema de coleta do produto final. No mercado
existem diferentes tipos de spray dryer, sendo que a escolha do mesmo depende do
tipo de extrato a ser seco e do que se pretende para o produto final (MASTERS,
1985).

Os aspersores estdo relacionados ao tamanho da goticula que sera formada
e, consequentemente, ao tamanho e distribuicdo das particulas do produto final.
Existem trés tipos basicos de aspersores: de pressao, pneumaticos e de disco
giratério, sendo os pneumaticos os mais utilizados (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Atualmente os equipamentos spray dryer nao apenas transformam um liquido
em um po, mas podem ser usados para producdo de particulas com tamanhos e
estruturas especificas (MUJUMDAR; HUANG, 2007), fato importante em se tratando
de processos industriais que dependem dessa uniformidade de tamanho e de forma
das particulas.

Segundo Aulton (2002) e Masters (1985), o processo de secagem por spray
drying apresenta diversas vantagens: o processo é continuo, sendo possivel a

mudanca de condi¢des de operacdo sem interrupcao; possui rapidez e rendimento;
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€ possivel ser empregado na secagem de produtos termossensiveis, pois 0 tempo
de contato com altas temperaturas € curto; normalmente as particulas formadas
apresentam tamanhos e formatos uniformes, sendo possivel o controle destes
parametros através da manipulagdo das condi¢gdes operacionais; os custos do
processo sao relativamente baixos e, além disso, pode-se selecionar o equipamento
adequado de acordo com o que se pretende para o produto final. Existem também
alguns tipos de equipamentos que permitem a utilizagdo de um sistema fechado,
utilizando-se um gas inerte para reduzir possiveis reagdes do produto com ar
atmosférico durante o processo de secagem.

Atualmente, vem sendo desenvolvidos diversos trabalhos abordando a
secagem de extratos vegetais por spray dryer, sendo obtidos extratos secos por
aspersao para Maytenus ilicifolia Martius ex Reissek (espinheira-santa) (SOARES,
2002; CARVALHO, 1997); Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (marcela) (TEIXEIRA
et al.,, 1996; DE PAULA et al., 1998); soja (GEORGETTI et al., 2008); Rhamnus
purshiana (cascara sagrada) (GALLO et al., 2011); Schinus terebinthifolius Raddi
(aroeira da praia) (VASCONCELOS et al., 2005b); Symphytum officinale L. (confrei)
(SILVA JUNIOR et al., 2006); Phyllanthus niruri (qQuebra-pedra) (SOUZA et al.,
2006a); Bauhinia forficata Link (pata-de-vaca) ( SOUZA et al., 2006b), entre outras
especies.

Os extratos secos vegetais devem ser padronizados, o que assegura a
uniformidade de teor dos ativos em cada dose, além de terem um maior periodo de
estabilidade (SHARAPIN, 2000). O fitoterapico padronizado € o que apresenta teor
conhecido dos principios ativos e segue critérios estabelecidos para a planta
medicinal em questdao (VILEGAS; CARDOSO, 2007). A padronizacdo do processo
de obtengdo de extratos vegetais melhora o rendimento da operagdo, assegura a
alta qualidade do produto final e a eficacia e segurangca do medicamento natural
(VASCONCELOS et al., 2005a).

Extratos secos vegetais padronizados sao muito usados como matéria-prima
para a produgdao de comprimidos (SOARES et al., 2005) ou como produto
intermediario na obtencao de outras formas farmacéuticas soélidas e semi-sdlidas,
assegurando a presenga da quantidade ideal de principio ativo natural em cada dose
a ser administrada.

Nesse contexto, este trabalho pretende desenvolver metodologias para a
obtencao de extratos secos padronizados da espécie Mikania laevigata, a fim de se
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obter uma matéria-prima de qualidade para ser utilizada para a producao de formas

farmacéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencéao de extratos secos padronizados das folhas de M. laevigata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtencao do pé das folhas de guaco;

» Caracterizagdo do pd obtido: analise granulométrica, teor de volateis,
identificacdo dos marcadores (CCD) e teores de cumarina e acido o-cumarico
por CLAE;

» Extragao dos principios ativos do guaco pelo método de percolagéo;

» Caracterizacdo do extrato hidroalcodlico: determinacdo do pH, densidade
relativa, teor alcodlico, teor de sélidos totais, viscosidade, determinacdo do
perfil cromatografico (CCD) e teores de cumarina e acido o-cumarico;

» Secagem do extrato obtido utilizando-se o processo de nebulizagao (spray
drying);

» Avaliacdo da influéncia dos parametros de secagem no rendimento do
processo e na porcentagem de degradacédo dos marcadores;

» Caracterizagao dos extratos secos: teor de volateis, atividade de agua,
determinacao do perfil cromatografico (CCD), teores de cumarina e acido o-
cumarico e analise por microscopia eletronica de varredura;

» Validagdo do método de quantificagdo por CLAE de cumarina e acido o-
cumarico para a droga vegetal, extrato hidroalcodlico e extratos secos.

» Investigacdo da atividade antiulcerogénica do extrato seco padronizado
obtido.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGAO E CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL

As folhas de Mikania laevigata foram coletadas no horto da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Goids no més de abril de 2010. As
coordenadas geograficas do local de coleta obtidas por GPS foram altitude 768 m;
latitude 16°40°33” Sul; longitude 49°14’°39” Oeste. A planta foi identificada pelo
Professor Dr. José Realino de Paula do Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais da Faculdade de Farmacia da UFG. A confirmagao da espécie vegetal foi
realizada através de comparagdes de suas caracteristicas macroscopicas com
descrigbes da Farmacopéia Brasileira IV (2005) e do perfil cromatografico por
cromatografia em camada delgada conforme sera descrito no item 3.1.5.

Os folhas foram secas em estufa de ar circulante (Solab Equipamentos para
Laboratério Ltda, Piracicaba, SP, Brasil) a 40°C, por cerca de 48 horas e
posteriormente trituradas em moinho de facas para a obtengdo da droga vegetal. O

po obtido foi acondicionado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e umidade.

3.1.1 Analise granulométrica

Para a andlise granulométrica, 20 g da droga vegetal foram submetidos a
passagem através de tamises com abertura de malhas de 106, 150, 250, 300, 355 e
710 um, usando vibrador de tamizes (Bertel Ltda, Caieiras, SP, Brasil), durante 20
minutos. Apds tamisagao, os materiais foram recolhidos e pesados individualmente.
Foi avaliada a distribuicdo granulométrica de trés determinagbes. O tamanho das
particulas foi avaliado pela quantificacdo percentual de retencao do pé das folhas de
guaco e o didmetro médio de particula foi determinado segundo a Farmacopéia
Brasileira VV (2010).

3.1.2 Determinagao do teor de volateis

A determinacao do teor de volateis na droga vegetal foi realizada utilizando
uma balanga para analise de umidade com lampada de halogénio (Ohaus — MB35,
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Florham Park, USA), sendo os ensaios realizados em triplicata com amostras de

aproximadamente 1g.

3.1.3 Determinagao do indice de intumescéncia

Foi determinado o indice de intumescéncia através da diferenca de volume de
aproximadamente 1 g da droga vegetal antes e apds o contato com 25 mL de etanol
80%(v/v), etanol 50%(v/v) e agua. Colocou-se a droga vegetal em proveta com
tampa esmerilhada em contato com o solvente e agitou-se a cada 10 minutos por
uma hora, deixando-se posteriormente em repouso por trés horas. Cada teste foi
realizado em triplicata (FARMACOPEIA BRASILEIRA V, 2010).

3.1.4 Teste qualitativo para resinas

Extraiu-se 1 g da droga vegetal com 15 mL de etanol absoluto, etanol
50%(v/v), 60%(v/v), 70%(v/v) e 80%(v/v). Agitou-se e ferveu-se por 3 minutos.

Filtrou-se e adicionou-se 5 mL de agua. Observou-se a turvagdo (MATOS, 1988).

3.1.5 Determinagao do perfil cromatografico em camada delgada (CCD)

Foi realizada CCD com a solugéo extrativa das folhas de M. laevigata obtida
extraindo-se 0,1 g da droga vegetal com 25 ml de etanol 80%(v/v), sob refluxo a uma
temperatura de 80°C durante 15 minutos. Utilizou-se cumarina (0,1 mg/mL) e acido
o-cumarico (1 mg/mL) (Sigma, St. Louis, USA) como substancias de referéncia.
Cerca de 20 uL da solugdo da amostra e 10 uL das solugdes dos padrdes foram
aplicados em cromatoplacas de aluminio impregnadas com silica F254nm (Merck,
Darmstadt, Alemanha). A fase mével consistiu de uma mistura de tolueno:éter (1:1)
saturado com 10% de acido acético e o revelador foi uma solugdo etandlica de
hidroxido de potassio 10% (WAGNER; BLADT, 2001). Observou-se sob luz UV (365

nm).
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3.1.6 Desenvolvimento do método analitico para quantificacao do teor de
cumarina e acido o-cumarico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

3.1.6.1 Padrao e reagentes

Para as analises quantitativas foram utilizados padrdo de cumarina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) e acido o-cumarico (Sigma- Aldrich, St. Louis, USA), alcool
etilico P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), acido acético glacial P.A. (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil), agua ultrapura Milli-Q (Millipore, Massachusetts, USA), acetonitrila
grau HPLC (Burdick & Jackson, Michigan, USA e J.T.Baker, New Jersey, USA) e
metanol grau HPLC (J.T.Baker)

3.1.6.2 Investigagdo do método de extragao

Primeiramente utilizou-se o0 método de extragao proposto pela Farmacopéia
Brasileira IV (2005). Foram realizadas sucessivas extragdes de 0,1 g da droga
vegetal com 10 mL e 7 mL (2 vezes) de etanol 50%, em banho-maria, sob refluxo a
80°C. Todos os extratos obtidos foram reunidos em baldo volumétrico de 25 mL,
completando-se o volume com etanol 50%. Em uma nova extragdo com 10 ml de
etanol 50% dessa mesma droga vegetal verificou-se por CLAE que este método nao
extraiu completamente os marcadores da droga vegetal. Por isso, iniciou-se a
investigacdo do método de extragao utilizando-se a mesma quantidade de po, porém
testando diferentes tipos e volumes de solventes, bem como outros métodos.

As condigdes testadas estdo demonstradas no Quadro 01 e as amostras
foram quantificadas por CLAE utilizando o sistema cromatografico descrito no item a

sequir.
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Teste Solvente Massa da Método
droga vegetal
Trés extragdes em ultrassom por 15 minutos, utilizando 20 mL
de solvente nas duas primeiras e 10 mL na terceira.
1 Cloroférmio 01g Completou-se o volume para 50 mL com o mesmo solvente.
’ Pipetou-se volumetricamente 5 mL e concentrou-se até a
secura, ressuspendeu-se com 1 mL de etanol P.A.

Trés extragdes em ultrassom por 15 minutos, utilizando 20 mL
2 Etanol P.A. 019 de solvente nas duas primeiras e 10 mL na terceira.
’ Completou-se o volume para 50 mL com o mesmo solvente.

3 Etanol P.A. 01g Igual ao método 2, mas utilizou-se refluxo a 80°C.

Quadro 01: Descricdo dos métodos avaliados para definicdo do processo extrativo a partir da droga
vegetal de M. laevigata.

3.1.6.3 Sistema cromatografico

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando cromatografo liquido
de alta eficiéncia Waters (Massachusetts, USA) equipado com bomba quaternaria,
modulo de separagao €2695, detector de arranjo de diodos (PDA) 2998 e sistema de
processamento de dados Empower 2.0. Utilizou-se coluna cromatografica X Terra®
RP18, 54, 4.6 x 150 mm (Waters, Massachusetts, USA). Todas as amostras foram
filtradas em membrana de 0,45 um Millex® (Millipore, Massachusetts, USA) e a fase
movel em membrana em PVDF de 0,45 um (Millipore).

Os parametros de adequabilidade do sistema: fator de cauda (T), resolugao
(Rs) e numero de pratos tedricos (N) foram avaliados conforme especificacbes da
Food and Drug Administration (1994).

3.1.6.4 Determinagéao das condigbes cromatograficas

Primeiramente utilizou-se o0 método da Farmacopéia Brasileira IV (2005) para
doseamento da cumarina por CLAE. A fase moével proposta era uma mistura de
metanol e agua (47:53), fluxo da fase movel 0,5 mL/min, modo isocratico, volume de
injecdo 10 uL e comprimento de onda 275 nm.

O método desenvolvido por Santos (2005) foi também investigado para
quantificacdo de cumarina e acido o-cumarico. O método consistia de fase movel
composta por acetonitrila: agua acidificada (solugédo de acido acético 0,01% em

agua ultrapura) (20:80), fluxo da fase moével 1,2 mL/min, modo isocratico,
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temperatura do forno 35°C, volume de injecdo 20 uL e comprimento de onda 275
nm. Para uma melhor separagdo dos picos da amostra foram realizadas varias

tentativas de ajuste dessas condigdes.

3.1.7 Validagao do método analitico para quantificagcao de cumarina e acido o-

cumarico por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O método utilizado foi validado de acordo com as especificagdes da RE 899
de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). Os seguintes parametros foram avaliados:
seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, exatiddo, robustez e limites de

deteccgéao e quantificagao.

3.1.7.1 Seletividade

Foi avaliada através da analise dos cromatogramas de varredura (200 a 500
nm) da solugdo amostra a 100% da concentragao definida no método, das solugdes
padrdo na concentragdo de 10 ug/mL e do solvente utilizado (etanol P.A.), obtidos

por meio de detector de arranjo de diodos (PDA).

3.1.7.2 Linearidade e intervalo

Foi preparada uma solugdo mae de cumarina na concentragao aproximada de
1 mg/mL e, a partir desta foram preparadas trés curvas padrao nas concentracdes
aproximadas de 5, 20, 40, 80 e 160 ug/mL. Para o acido o-cumarico foi preparada
uma solugdo mae na concentragao aproximada de 0,2 mg/mL e, a partir dela trés
curvas padrao nas concentragdes aproximadas de 1,5, 5, 10, 20, 40 pg/mL. Todas
essas solugcbes foram preparadas em etanol P.A. Foram plotados graficos
relacionando a concentracdo dos padroes e a area média dos picos
correspondentes. A linearidade foi avaliada pelos coeficientes de correlacido obtidos

na regressao linear de cada curva padrao média e determinou-se o intervalo linear.
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3.1.7.3 Precisao

A precisao foi avaliada nos niveis de repetibilidade e precisao intermediaria.
Para cada nivel avaliado, preparou-se amostras em trés concentragées diferentes,
80, 100 e 120%, pesando-se aproximadamente 0,08, 0,1 e 1,2 g da droga vegetal e
submetendo-a ao método analitico desenvolvido. Cada concentragao foi avaliada em
triplicata. A repetibilidade foi calculada por meio do coeficiente de variagdo (Equagao
01) entre os 9 resultados das analises realizadas em um mesmo dia e por um
mesmo analista. A precisao intermediaria foi avaliada pelo coeficiente de variagao
entre os 18 resultados das analises realizadas em dois dias diferentes e por
analistas diferentes.

CV (%)= Qxloo (01)

X

Onde: DP = Desvio padrao dos teores obtidos;

X = Média dos teores

3.1.7.4 Exatidao

Foi avaliada por meio do teste de recuperacao do padrdo. Foram preparadas
amostras da droga vegetal a 80, 100 e 120% da concentragéo definida no método e
padrbées na concentracéo de aproximadamente 40 ug/mL. Para quantificagdo foram
preparados vials contendo 500 puL de amostra e 500 pL de etanol P.A. ou 500 uL de
amostra e 250 uL de cada padréao nas concentragbes exatas de 11,8726 ug/mL para
a cumarina e 11,1359 ug/mL para o acido o-cumarico. Este procedimento foi
realizado em ftriplicata para cada concentragao. A exatidao foi calculada de acordo
com a equacao (02), onde a concentragao tedrica corresponde a concentracéo do
padrdo adicionado e a concentracdo meédia experimental corresponde a
concentracao recuperada do padrao calculada através da diferenca entre as areas
dos picos das amostras adicionadas de padrao e sem adi¢cédo de padrao.

Concentra om dia experimental

Exatid o (%) = X 100 (02)

Concentra ote rica
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3.1.7.5 Robustez

A robustez foi avaliada submetendo-se o0 método a pequenas e deliberadas
alteragbes nos parametros analiticos e comparando-se os resultados obtidos com o
de amostras processadas nas condigdes do método original, por meio do coeficiente
de variagéo (CV). Os parametros avaliados foram comprimento de onda de leitura (A)

e temperatura do forno (°C) (Quadro 02).

Condigéo
Parametro Original 1 2
A 275 273 277
°C 30 32 -

Quadro 02: Variagbes nas condi¢des cromatograficas do método de quantificagdo de cumarina e
acido o-cumarico por CLAE.

3.1.7.6 Limites de deteccao e quantificagao

Os limites de detecgao (LD) e quantificagao (LQ) foram obtidos a partir de trés
curvas padrao (obtidas na linearidade — item 3.1.7.2), utilizando-se as equacgdes (03)

e (04), respectivamente.

LD — DPa X 3 (03) LQ — DPa X 10 (04)

IC IC

Onde: DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo y de trés curvas padrao;

IC = inclinagao da curva padrdao média.

3.1.8 Determinagao do teor de cumarina e acido o-cumarico na droga vegetal

A determinacdo do teor de cumarina e acido o-cumarico foi realizada em
triplicata, utilizando o método de extracdo, sistema e método cromatografico
descritos nos itens 3.1.6.2, 3.1.6.3 e 3.1.6.4, respectivamente.

Os célculos foram realizados utilizando a equacao (05).
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Teor (%) = Ca x FD x 100 (05)

ma

Onde: Ca = concentragdo da amostra obtida pela equagao da reta da curva padrao (mg/mL);
FD = fator de diluicdo da amostra;

ma = massa da amostra (mg).

3.2 OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO (EH)

Foram realizados testes piloto utilizando etanol 50 e 80% (Chemis, Séo
Paulo, SP, Brasil) como liquido extrator na percolagdo de 50 gramas da droga
vegetal. A percolacgéao foi realizada a temperatura ambiente com um gotejamento de
5 gotas por minuto, até o esgotamento da droga, monitorado por CCD (item 3.1.5). O
percolado obtido foi concentrado por rotaevaporagao a 40°C até atingir a proporgao
droga:solvente de 1:4.

Apds a escolha do liquido extrator mais apropriado (através do teor de
cumarina e acido o-cumarico), 1 Kg da droga foi submetido previamente a uma
maceracao em ultrassom por 30 minutos e depois por mais 48 horas a temperatura
ambiente. Iniciou-se a percolagcdo nas mesmas condi¢gdes do teste piloto, até o
esgotamento do marcador, monitorado por CCD. O percolado foi concentrado até a
propor¢ao droga:solvente de 1:4 e armazenado em frascos de vidro ambar, sob

refrigeracao (4°C), para posterior caracterizagéo e produg¢ao do extrato seco.

3.2.1 Determinagao do teor de soélidos totais (St)

Para a determinagéo do teor de sélidos totais (St) no extrato hidroalcodlico foi
utilizada uma balancga para analise de umidade com lampada de halogénio (Ohaus -
MB35, Florham Park, USA), sendo realizada em ftriplicata com amostras de
aproximadamente 1 mL. O valor obtido para teor de volateis foi subtraido de 100%,

resultando em teor de soélidos totais.
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3.2.2 Determinagao do teor alcodlico

O teor alcodlico dos extratos obtidos foi determinado utilizando-se o método
de destilagdo segundo a Farmacopéia Brasileira IV (1988) com modificacées. Para o
extrato etanodlico obtido utilizando-se etanol 50% foi determinado o teor alcodlico
através do método 1 para liquidos com menos de 30% de alcool e para os extratos
obtidos utilizando-se o etanol 80% foi determinado através do método 2 para
liqguidos com mais de 30% de alcool:

Método 1 - transferiu-se, volumetricamente, para aparelho destilador
adequado, 25 mL do liquido no qual o alcool estava sendo determinado e anotou-se
a temperatura na qual o volume foi medido. Juntou-se igual quantidade de agua e
destilou-se coletando-se volume do destilado até obter-se 23 mL de destilado.
Ajustou-se a temperatura do destilado aquela em que foi medida a amostra e juntou-
se agua destilada até obter-se 25 mL. Misturou-se. Determinou-se a densidade do
liquido a 25°C utilizando-se picnédmetro. Com o resultado avaliou-se a porcentagem,
em volume, de C;Hs0OH contido no liquido examinado, pela Tabela Alcoométrica.

Método 2 - transferiu-se, volumetricamente, para aparelho destilador
adequado, 25 mL do liquido no qual o alcool estava sendo determinado e anotou-se
a temperatura na qual o volume foi medido. Juntou-se 50 mL de agua e destilou-se
coletando-se volume do destilado até obter-se 48 mL de destilado. Ajustou-se a
temperatura do destilado aquela em que foi medida a amostra e juntou-se agua
destilada até obter-se 50 mL. Misturou-se. Determinou-se a densidade do liquido a
25°C utilizando-se picndmetro. Com o resultado avaliou-se a porcentagem, em

volume, de C;H50H contido no liquido examinado, pela Tabela Alcoométrica.

3.2.3 Determinacao da densidade relativa

A densidade relativa foi determinada pelo método do picnédmetro
(FARMACOPEIA BRASILEIRA V, 2010), pesando-se o picndmetro vazio, 0 mesmo
contendo a amostra a 20°C e contendo agua destilada a 20 °C. A densidade relativa
corresponde a relagdo entre a massa da amostra e a massa da agua contida no

picndémetro, conforme representado pela equagao (06):
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Densidade (g /cm?)= (ma, —mv) (06)

Onde: ma; = massa do picndémetro + agua
ma, = massa do picnémetro + amostra

mv = massa do picnédmetro vazio
3.2.4 Determinacgao da viscosidade

A determinagdo da viscosidade foi realizada em triplicata utilizando um
viscosimetro modelo DV-lll+ (Brookfield Engineering Laboratories Inc.,
Massachusetts, USA), utilizando spindle LV1, velocidade de 120 rpm, torque de

11,2%, a uma temperatura de 25,2°C.
3.2.5 Determinagao do pH

Foi realizada em potenciémetro (modelo PHS 3B — LABMETER, Copenhagen,
Denmark) previamente calibrado com solugbes tampdo pH 7,0 e pH 4,0
(FARMACOPEIA BRASILEIRA V, 2010).

3.2.6 Determinacgao do teor de cumarina e acido o-cumarico por CLAE
3.2.6.1 Método analitico

Transferiu-se 0,5 mL do extrato hidroalcodlico para baldo volumétrico de 50
mL e completou-se o volume com etanol P.A. Esta amostra foi entdo submetida a
analise por CLAE utilizando o sistema cromatografico descrito no item 3.1.6.3 e o
método cromatografico descrito no item 3.1.6.4. A determinagéo do teor de cumarina
(TC) e acido o-cumarico (ToC) nos extratos hidroalcodlicos foram realizadas em
triplicata.

Os calculos foram realizados utilizando a equacgao (05) (item 3.1.8), onde a
massa da amostra correspondeu a massa de solidos totais presente em 0,5 mL do

extrato.
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3.2.6.2 Co-validagdo do método analitico

Foi realizada uma co-validagdo do método desenvolvido para doseamento de
cumarina e acido o-cumarico na droga vegetal para verificar sua adequacdo a
analise do extrato hidroalcodlico. Foram avaliados os parametros seletividade (item
3.1.7.1) e precisao.

A precisédo foi avaliada apenas no nivel repetibilidade, onde se procedeu a
analise em sextuplicata da amostra a 100%, conforme método descrito no item

3.2.6.1 e em seguida calculou-se o coeficiente de variagao entre os teores obtidos.

3.2.7 Determinacao do perfil cromatografico (CCD)

A determinacao do perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico foi realizada
segundo item 3.1.5, com o intuito de comparar o perfil cromatografico da droga
vegetal e do extrato hidroalcodlico obtido. Cerca de 5 uL do extrato hidroalcodlico foi

aplicado em bandas na placa cromatografica.

3.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS SECOS (ES)

Para a obtencao dos extratos secos foi empregado um spray dryer de escala
laboratorial modelo MSD 1.0 (Labmaq do Brasil Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
com regime de fluxo co-corrente, equipado com: sistema de alimentacéo de extrato,
composto por uma bomba peristaltica e um atomizador pneumatico; soprador
circular para fornecimento do ar de secagem, aquecido eletricamente e com
temperatura regulada por um termostato digital do tipo PID; cdmara de secagem
cilindrica de vidro borosilicato com 160 mm de didmetro e 645 mm de comprimento;

ciclone de aco inoxidavel; e frasco coletor de vidro.
3.3.1 Analise termogravimétrica da cumarina e do acido o-cumarico
Amostras sélidas de padrées de cumarina de 11,92 mg e de acido o-cumarico

de 6,58 mg foram utilizadas para a determinagdo das curvas termogravimétricas
(curva TG).
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As analises foram realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias (IQ — UFG), utilizando-se equipamento SHIMADZU®
(modelo DTG-60H). As condi¢des operacionais foram: cadinho de platina, razdo de
aquecimento de 10°C/min, no intervalo de 26,69 a 601,7°C para a cumarina e 44,72
a 601,73°C para o acido o-cumarico, em atmosfera de ar sintético, com fluxo de 50
mL/min.

As curvas de perda de massa foram feitas empregando-se o software Origin
Pro 8.

3.3.2 Secagem por spray drying do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcéolico foi submetido a varios processos de secagem por
spray drying para a observacdo do comportamento do mesmo frente a pardmetros
como pressao do ar de aspersao (Paa), vazao do ar de asperséao (Vaa), vazao do ar
de secagem (Vas),vazdo de alimentagdo do extrato (Ve), temperatura de entrada
(Te) do sistema e diametro do bico atomizador (Db). Inicialmente realizou-se a
secagem sem o emprego de adjuvantes de secagem. Sequencialmente foram
empregados diferentes adjuvantes de secagem em diferentes proporgcdes (Quadro
03).

Utilizou-se em todas as secagens Paa de 60 psi, Vaa de 35 L/min, Vas de 1,0
m®/min, Te de 90°C e Db de 1,2 mm. Variou-se o parametro Ve, sendo utilizadas
vazoes de 2 mL/min, 4 mL/min e 6 mL/min.

Os critérios utilizados para a posterior padronizacdo das condigdes de
secagem foram as caracteristicas fisicas dos extratos obtidos, o teor de cumarina e
acido o-cumarico, o teor de volateis, a atividade de agua e o rendimento do processo

de secagem.
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Experimento As % As Ve (mL/min)
11 Sem adjuvante - 2
1.2 Sem adjuvante - 4
1.3 Sem adjuvante - 6
21 Diéxido de silicio coloidal 15% 6
2.2 Diéxido de silicio coloidal 15% 2
2.3 Dioxido de silicio coloidal 30% 2
24 Dioxido de silicio coloidal 30% 6
3.1 Celulose microcristalina 15% 2
3.2 Celulose microcristalina 15% 6
3.3 Celulose microcristalina 30% 2
3.4 Celulose microcristalina 30% 6
4.1 Maltodextrina 15% 2
5.1 Manitol 15% 2
6.1 Lactose 15% 2
6.2 Lactose 15% 6

Quadro 03: Experimentos realizados para padronizacao da secagem do extrato de M. laevigata. As:
adjuvante de secagem, %As: proporgao do adjuvante de secagem e Ve: vazdo de alimentagéo do
extrato.

Os extratos secos obtidos foram acondicionados a temperatura ambiente, em
frascos de vidro ambar com tampa e mantidos em dessecador afim de minimizar
possiveis alteragdes nesse material, como aglomeragdo provocada pela absorgao

de agua e oxidagao.
3.3.3 Determinacao do perfil cromatografico (CCD)

A determinacao do perfil cromatografico do extrato seco foi realizada segundo
método descrito no item 3.1.5, com o intuito de comparar o perfil cromatografico da
droga vegetal e do extrato seco obtido. Pesou- se em torno de 50 mg do extrato

seco e solubilizou-se em 50 mL de etanol P.A. Aplicou-se cerca de 20 pL desta

solugdo em bandas na placa cromatografica.

3.3.4 Determinagao do teor de cumarina e acido o-cumarico por CLAE

3.3.4.1 Método analitico
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Pesou-se cerca de 50 mg de cada extrato, transferiu-se para baldo
volumétrico de 50 mL, solubilizou-se em etanol P.A. com auxilio do ultrassom e
completou-se o volume com o mesmo solvente. Esta amostra foi submetida a
analise por CLAE utilizando o sistema cromatografico descrito no item 3.1.6.3 e o
meétodo cromatografico descrito no item 3.1.6.4. A determinag&o do teor de cumarina
(TC) e de acido o-cumarico (ToC) nos extratos secos foi realizada em triplicata.

Os calculos foram realizados utilizando a equacgao (05) (item 3.1.8).

3.3.4.2 Co-validacdo do método analitico

Foi realizada uma co-validacdo do método desenvolvido para doseamento de
cumarina e acido o-cumarico na droga vegetal para verificar sua adequagao a
andlise dos extratos secos. Foram avaliados os parametros seletividade (item
3.1.7.1) e precisao.

A precisao foi avaliada no nivel repetibilidade, onde se procedeu a analise em
sextuplicata da amostra, conforme método descrito no item 3.3.4.1 e em seguida

calculou-se o coeficiente de variagao entre os teores obtidos.

3.3.5 Porcentagem de degradacao

A porcentagem de degradacao (%d) foi calculada pela equagéao (07) para

degradagao em relagdo a cumarina e (08) para degradagao em relagéo ao acido o-

cumarico.
%d =100 — (TC ES/TC EH) x 100 (07)
%d =100 - (ToC ES/ToC EH) x 100 (08)

Onde: TC ES = teor de cumarina no extrato seco;
TC EH = teor de cumarina no extrato hidroalcodlico;
ToC ES = teor de acido o-cumarico no extrato seco;

ToC EH = teor de acido o-cumarico no extrato hidroalcodlico.
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3.3.6 Rendimento do processo

O rendimento do processo (Rp) foi obtido como a porcentagem de
recuperacao dos solidos adicionados ao sistema, pesando-se o frasco coletor vazio

e apos o processo de secagem (equacao 09).

Rp = (mf—mi) X 100 (09)
(ma x Tst/100) + mas

Onde: mf = Massa do frasco coletor contendo o extrato seco;
mi = Massa do frasco coletor vazio;
ma = Massa do extrato hidroalcodlico adicionado ao sistema;
Tst = Teor de sdlidos totais;

mas = Massa do adjuvante de secagem adicionado.

3.3.7 Teor de volateis

A determinacao do teor de volateis foi realizada em balanga para analise de
umidade com lampada de halogénio (Ohaus modelo MB35, Florham Park, USA),

sendo os ensaios realizados em triplicata com amostras de aproximadamente 0,5 g.

3.3.8 Atividade de agua

A atividade de agua foi determinada em triplicata utilizando aparelho Testo
650 (Testo, AG, Alemanha).

3.3.9 Selecao da condicao de secagem para producdo do extrato seco

padronizado

Os indicadores de qualidade avaliados para a escolha do método de secagem
foram: teor de cumarina (TC), teor de acido o-cumarico (ToC), porcentagem de
degradacao (%d), rendimento do processo (Rp), teor de volateis (Tv) e atividade de
agua (Aa).
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3.3.10 Microscopia eletronica de varredura

Foram analisados trés extratos secos (um obtido sem excipiente, outro obtido
com diéxido de silicio coloidal e outro obtido com celulose microcristalina) por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), sendo essas andlise realizadas no
Laboratorio Multiusuario de Microscopia de Alta Resolu¢cdo (LAMMAR) do Instituto
de Fisica da Universidade Federal de Goias (IF — UFG). Primeiramente as amostras
foram delicadamente depositadas sobre a superficie de stubs recobertos com fita de
carbono e depois esse material foi levado a um sistema para deposicéo de filmes de
ouro (Denton Vacuum, Desk V). As amostras foram entdo analisadas em
Microscopio Eletrénico de Varredura (Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS, Thermo
scientific NSS Spectral Imaging), as imagens foram obtidas e o tamanho de algumas

particulas foi determinado para efeito de comparacao entre os extratos secos.

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA DO EXTRATO SECO

3.4.1 Farmacos
Indometacina (Indocid — Merck Sharp & Dohme) e ranitidina (Antak —

Glaxosmithkline).

3.4.2 Animais

Os animais utilizados foram camundongos albinos tipo Swiss, machos,
pesando entre 20 e 50 g, obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de
Goias. Eles foram mantidos em condi¢gdes controladas de temperatura e iluminacao
(ciclo claro/escuro de 12 horas), com agua e ragao ad libitum e passaram por um
periodo de adaptagcdo no laboratério de pelo menos 72 horas antes dos
experimentos.

Esse experimento foi desenvolvido seguindo normas que discorrem sobre
cuidados com animais de laboratéorio (CIOMS, 1985) sendo seguidas todas as
recomendacgdes da Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério
(SBCAL) e Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA) depois de devida

aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFG, protocolo n° 104/08.
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O experimento foi realizado no Laboratorio de Farmacologia de Produtos
Naturais (LFPN), no Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal
de Goias (UFG).

3.4.3 Lesoes gastricas induzidas por indometacina

A metodologia utilizada para avaliagdo da atividade antiulcerogénica foi
descrita por Djahanguiri (1969). Foram utilizados grupos experimentais de 6 a 9
camundongos, os quais foram mantidos em jejum de 18 horas com solugdo de
glicose a 5% ad libitum. O veiculo (agua filtrada mais tween 80, 10 mL/kg) foi
administrado por gavagem, assim como o ES nas doses de 250, 500, 1000 e 2000
mg/Kg e a ranitidina 50 mg/Kg foi utilizada como controle positivo. Foi avaliada
também a atividade antiulcerogénica do adjuvante empregado no processo de
secagem do extrato. Para isto, seguiu-se o mesmo protocolo descrito anteriormente,
porém administrou-se didxido de silicio coloidal nas doses de 180, 260 e 360mg/Kg
de peso corporal. Uma hora apds estes tratamentos foi administrado indometacina
50 mg/Kg (s.c.). Apos 3 horas foi realizado novo tratamento com veiculo, ES e
ranitidina por gavagem (nas mesmas doses anteriores). Apos mais 3 horas os
animais foram sacrificados sob anestesia etérea. Os abdomens foram abertos, os
estdbmagos localizados, removidos, abertos ao longo da pequena curvatura, seus
conteudos foram desprezados e a mucosa lavada, delicadamente, com salina. Os
estbmagos foram mantidos em béquer com salina gelada até a inspegcdo em
microscopio estereoscopio.

O indice de lesdo e o numero de ulceras foram determinados segundo
protocolo pré-estabelecido conforme tabela proposta por Macaubas et al. (1988). Foi
utilizado um indice de ulceragcdo que considera o edema de mucosa, hemorragias,
intensidade de ulceracdo e numero total de ulceras e petéquias por cm? da mucosa
gastrica. Foram atribuidos pontos relativos as lesbes e a sua soma reflete a

intensidade da lesao da mucosa, compondo o indice de lesdo (Quadro 04).



48

Tipo de lesao Pontuacao atribuida
descoloragao da mucosa 1 ponto
edema 1 ponto
hemorragias 1 ponto
perda de pregas da mucosa 1 ponto
cada 10 petéquias 2 pontos
Ulceras ou erosdes de até 1 mm n° X 2 pontos
Ulceras ou erosdes maiores de 1 mm n° X 3 pontos
Ulcera perfurada n° X 4 pontos

Quadro 04: Pontuacgéo atribuida as lesdes para a composicéo do indice de les@o. N° refere-se ao
numero de Ulceras encontradas (MACAUBAS et al., 1988).

3.4.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como médias + erro padrao das médias em
valores percentuais relativos ao grupo veiculo ou controle negativo. As diferencas
entre os grupos foram detectadas pela analise de variancia (ANOVA), seguida do
teste Student-Newman-Keuls.

As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05 (SOKAL,;
ROHLF, 1981).
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