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RESUMO

Vernonanthura ferruginea (Less.) H. Rob. (Asteraceae), planta tipica do
cerrado brasileiro, conhecida popularmente como assa-peixe, demonstrou atividade
analgésica, antiedematogénica, antioxidante e antiulcerogénica em estudos
cientificos. Porém, na literatura consultada ndo existem trabalhos relacionados a
producdo de extratos secos desta espécie vegetal. A obtencdo de extratos secos
padronizados de V. ferruginea, por meio da técnica de spray drying iniciou-se pela
obtencéo e caracterizacdo do material de partida (p6 das folhas da planta) e a partir
deste, obteve-se o extrato hidroalcodlico pelo método de percolacdo usando como
liquido extrator etanol a 95% (v/v). Os experimentos de secagem foram conduzidos
seguindo um planejamento fatorial do tipo 2%+ 2 a fim de investigar as influéncias de
alguns parametros envolvidos no processo, e. g. fluxo de alimentacdo de extrato,
temperatura de entrada do ar de secagem e proporcdo de adjuvante de secagem
nas propriedades dos extratos secos obtidos, tais como rendimento do processo,
umidade residual, atividade de agua, teor de triterpenos totais e teor de lupeol. O
lupeol, triterpeno relacionado a diversas atividades farmacologicas (antiinflamatoria,
antitumoral, antiulcerogénica, etc), foi isolado pela primeira vez nesta espécie e
selecionado como marcador quimico de todas as etapas do processo. Para tanto, foi
validado um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
seguindo os parametros e critérios de aceitacdo propostos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o qual provou ser seletivo, linear, sensivel, preciso,
exato e robusto. Na caracterizacdo do po das folhas, foi realizada prospeccéo
fitoquimica preliminar onde foi constatada a presenca de taninos, flavondides,
triterpenos, saponinas, resinas e mucilagens. Foram verificados teores de volateis,
triterpenos totais e lupeol que apresentaram valores de 8,25 + 0,57%, 2,49 + 0,16%
e 0,17 + 0,01%, respectivamente, além de tamanho médio de particulas de 398,97 +
6,91 um. O extrato hidroalcodlico apresentou densidade 0,8364 + 0,0015 g/mL,
residuo seco de 6,70 £ 0,19%, pH 5,81 + 0,05, teor alcodlico de 87,08 + 0,80% e
viscosidade de 4,93 + 0,0416 mPas. Ainda foram obtidos teores de triterpenos totais
e lupeol de 22,57 + 0,94% e 4,31 + 0,01%, respectivamente. Os rendimentos de
secagem variaram de 10,47 a 30,82%, sendo que em todos os produtos secos,
foram observados teores de volateis e atividade de agua abaixo de 5% e 0,5,
respectivamente. Andlises de Variancia (ANOVA) demonstraram que todos os
fatores e algumas de suas interacOes afetaram significativamente o teor de
triterpenos totais e o teor de lupeol no po, sendo que a condi¢cdo selecionada para
ser empregada na obtencdo de extratos secos padronizados de assa-peixe com
propriedades fisico-quimicas adequadas foi aguela realizada com maior propor¢éo
de dioxido de silicio coloidal (20%), menor vazdo de extrato de alimentacdo
(4mL/min) e menor temperatura do ar de secagem (80°C), na qual obteve-se teores
de triterpenos totais e lupeol de 7,65 + 0,27% e 2,47 = 0,04%, respectivamente. O
extrato seco obtido nestas condicbes apresentou alta propor¢cdo de particulas
esféricas e a sua atividade antiulcerogénica no modelo de Ulceras induzidas por
indometacina foi comprovada. A comparacédo do perfil cromatografico (CCD) do pd,
do extrato hidroalcodlico e do extrato seco demonstrou que a extracao hidroalcodlica
foi seletiva para a extracdo de lupeol em relacdo a outros terpenos majoritarios e o
processo de secagem ndo ocasionou alteracdes no perfil quimico do extrato em
relacdo a estas substancias. Assim, a técnica de spray drying pode ser uma



alternativa atrativa e promissora para o desenvolvimento de fitoterapicos de V.
ferruginea.

Palavras chave: Fitoterapico. Lupeol. Controle de qualidade. Spray drying.
Gastroprotecéao.



ABSTRACT

Vernonanthura ferruginea (Less.) H. Rob. (Asteraceae), a typical plant of the
Brazilian savannah, popularly known as assa-peixe, presented analgesic,
antiedematogenic, antioxidant and antiulcer activities in scientific studies. But in
literature there are no works related to the production of dried extracts of this plant
species. In this work, standardized spray-dried extracts of V. ferruginea were
obtained. The work started with the obtainment and characterization powder of the
leaves of the V. ferruginea. A hydroalcoholic extract was obtained by percolation
using as solvent ethanol 95 % (v/v). The drying experiments followed a 23 + 2
factorial design. The influence of several in-process parameters e. ¢. extract feed
rate, drying air inlet temperature and drying adjuvant ratio, on the dried extracts
properties were investigated. The properties investigated were process yield, residual
moisture, water activity, total triterpenes content and lupeol content. The lupeol,
triterpene related to several pharmacological activities (anti-inflammatory, anticancer,
antiulcer, etc), was first time isolated in this species and was used as chemical
marker in High Performance Liquid Chromatography (HPLC) quantification assays in
all steps of this work. In this way an analytical methodology was validated following
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA - Brazilian National Health
Surveillance Agency) guidelines. This methodology proved to be selective, linear,
sensible, precise, accurate and robust. On the herbal raw material characterization,
preliminary phytochemical screening was performed, which confirmed the presence
of tannins, flavonoids, triterpenes, saponins, resins and mucilage. Was also observed
a mean powder size of 398.97 + 6.91 um, as well as moisture, total triterpenes and
lupeol contents of 8.25 £ 0.57%, 2.49 £ 0.16% and 0.17 = 0.01%, respectively. The
concentrated hydroalcoholic extract presented density of 0.8364 + 0.0015 g/mL,
solids content of 6.70 + 0.19%, pH 5.81 + 0.05, alcoholic content of 87.08 £ 0.80%
and a viscosity of 4.93 + 0.0416 mPas. The levels of total triterpenes and lupeol
contents were 22.57 + 0.94 and 4.31 + 0.01%, respectively. Results showed drying
yields ranging from 10.47 to 30.82%. Also, all dried products showed moisture
contents and water activities below 5% and 0.5, respectively. Analysis of variance
(ANOVASs) proved that all factors and some of their interactions significantly affected
the levels of total triterpenes and lupeol contents. Moreover, the selected condition
for obtaining dry extracts of V. ferruginea with adequate physicochemical properties
is the one performed with the higher colloidal silicon dioxide ratio (20%), the lower
extract feed rate (4mL/min) and the lower drying air inlet temperature (80°C), in
which it was obtained levels of total triterpenes and lupeol contents of 7.65 = 0.27%
and 2.47 + 0.04%, respectively. The dry extract obtained in this condition show high
content of spherical particles and its antiulcer activitie in model of ulcer induced by
indomethacin was proved. Comparison of powder, hydroalcoholic and dry extract
chromatographic (TLC) show that the hydroalcoholic extraction was selective for the
extraction of lupeol against other major terpenes and the drying process did not
cause changes in the chemical profile of the extract with respect to these substances.
Thus, the spray drying can be an attractive e and promising alternative for the
development of V. ferruginea phytomedicines.

Keywords: Phytomedicines. Lupeol. Quality control. Spray drying. Gastroprotection.
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1 INTRODUCAO

Desde tempos remotos, observa-se na cultura popular a utilizagdo de plantas
medicinais, mesmo sem o conhecimento prévio de seus constituintes quimicos, mas
sim pelos efeitos terapéuticos que estas produzem (FILHO; YUNES, 1998; MACIEL;
PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002). A selecdo de plantas, a partir de informacdes da
medicina tradicional ou popular, pode conduzir a descoberta de moléculas
promissoras com acdo terapéutica (AGRA; FRANCA; BARBOSA FILHO, 2007).
Contudo a transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a
preservacdo da integridade quimica e farmacologica do vegetal, garantindo a
constancia de sua acéo bioldgica e a sua seguranca de utilizacdo, além de valorizar
seu potencial terapéutico (TOLEDO et al., 2003).

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de
estar esgotadas, afirmagcao endossada pelos novos paradigmas de desenvolvimento
social e econdmico baseados nos recursos renovaveis. Novos conhecimentos e
novas necessidades certamente encontrardo, no reino vegetal, solu¢gdes, por meio
da descoberta e do desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica
ou com aplicacdes tanto na tecnologia farmacéutica quanto no desenvolvimento de
fitoterapicos com maior eficiéncia de acdo (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK,
2003).

1.1 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de
15 a 20% do total mundial, com destaque para as plantas superiores, as quais
correspondem a 24% da biodiversidade, além disso, possui uma rica diversidade
étnica e cultural que representa um valioso conhecimento tradicional associado ao
uso de plantas medicinais, tendo o potencial necessario para desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (BRASIL,
2006). Contudo para garantir a longevidade deste potencial floristico, a exploracao
deve ser racional e sustentada, ainda que o objetivo maior seja a preservacdo da
saude e da vida humana através da prevencado, controle ou cura das diferentes

moléstias que afetam e afligem as populacdes (PACHU, 2007).
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), séao
considerados medicamentos fitoterdpicos os obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranca séo validadas por meio
de levantamentos etnofarmacolégicos, de utilizacdo, documentagdes tecnocientificas
ou evidéncias clinicas, sendo ainda caracterizados pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
gualidade (BRASIL, 2010). Sdo medicamentos, cujo componente ativo € o extrato
vegetal, que representa um complexo de substancias com propriedades terapéuticas
(COUTO; VITORINO; DA SILVA, 2009).

A producédo de metabdlitos secundarios pela planta esté sujeita a influéncia de
diversos fatores que podem estar relacionados a sua fisiologia, genética ou as
condicdes ecoldgicas as quais o vegetal € submetido (CASTRO et al., 2004).
Portanto, a padronizagdo do cultivo de plantas medicinais € importante para garantir
a producédo das substancias de interesse com acao terapéutica. Aléem disso, uma
gualidade consistente do fitoterapico pode ser alcancada se todas as etapas de
processamento da matéria-prima vegetal e manufatura do produto final conservarem
o0 constituinte ativo e as substancias sinérgicas (SCHMIDT; GONZALEZ ORTEGA,
1993). Visando este objetivo, o trabalho com plantas medicinais inicia-se na
identificacdo correta da espécie, coleta adequada, pré-tratamento e armazenamento
corretos e termina com a preparacdo e utilizacdo terapéutica, que também devem
ser adequados para que os resultados sejam satisfatorios (PACHU, 2007). Para
tanto, um conhecimento cada vez mais aprofundado sobre as plantas medicinais,
desenvolvido através de estudos integrados das areas de botanica, quimica,
farmacologia, biologia molecular e outras ciéncias afins se faz necessario (SANTOS,
2002).

Visando a garantia do acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais
e fitoterapicos em nosso pais, ao desenvolvimento de tecnologias e inovagoes,
assim como ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso
sustentavel da biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do complexo
produtivo da saude, o Governo Federal lancou em 2006, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto n° 5.813, de 22 de
junho de 2006 (BRASIL, 2006). As acbes decorrentes desta politica tiveram inicio
em 2008, quando foi divulgada a Portaria Interministerial n® 2.960, de 9 de dezembro

de 2008, que aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e
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cria o Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2008). Dando
sequencia a estas acbes, em 2009 foi lancada a RENISUS (Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS) (BRASIL, 2009), onde sao listadas 71
espécies de plantas, com o intuito de subsidiar toda a cadeia produtiva e orientar
estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da Renafito (Relacdo
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos), o desenvolvimento e a inovag¢do na

area de plantas medicinais e fitoterapicos.

1.2 Vernonanthura ferruginea (LESS.) H. ROB.

O género Vernonanthura compreende 65 espécies, distribuidas atravées do
México, Antilhas, América Central e do Sul. No Brasil, ha cerca de 34 espécies,
predominantemente distribuidas nas regides Sul e Sudeste (ROBINSON, 1992).
Este género foi descrito por Robinson (1992) baseado em espécies do género
Vernonia Schreb, com o qual compartilha alguns atributos. Este autor enfatiza que
as especies tipicas da tribo Vernonieae (Vernonia s.s., Vernonanthura H. Rob.,
Cololobus H. Rob. e Trepadonia H. Rob.) s&o caracterizadas por lobos da corola
glabros e também pelo grdo de pédlen tipo A (MENDONCA et al., 2009). Devido a
estas semelhancas, muitos trabalhos na literatura usam indiscriminadamente o
termo Vernonia e Vernonanthura para descrever plantas da mesma espécie. Um
exemplo disto € a planta estudada neste trabalho, que em diversas publicacdes
cientificas leva o nome de Vernonia ferruginea Less. (SILVA; LEPERA; LONGO,
2003; NESPOLI et al., 2007; BARBASTEFANO, 2007).

Em levantamento feito por Barbastefano (2007), dentro do género Vernonia,
pode-se citar diversas espécies com estudos de atividade biolégica ja comprovada
cientificamente (Quadro 01), o que torna este género interessante sob o ponto de

vista econdmico e farmacoldgico.
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Espécie Parte usada Atividade biolégica
Vernonia cinerea (Chea et al., 2006) Planta inteira Antimalarico

Vernonia amygdalina (Erasto et al., 2006) Folhas Bactericida e fungicida
Vernonia chinensis (Chen et al., 2005) Folhas Anticancerigeno
Vernonia scorpioides (Pagno et al., 2006) Folhas Anticancerigeno
Vernonia colorata (Cioffi et al., 2004) Folhas Antiinflamatério
Vernonia colorata (Sy et al., 2006) Folhas Hipo/hiperglicémico
Vernonia condensata (Frutuoso et al., 1994)  Folhas Antiulcerogénico
Vernonia polyanthes (da Silveira et al., 2003)  Folhas Vasodilatador

Quadro 01: Sumario de algumas espécies do género Vernonia descritas na literatura com atividade
biolégica. Fonte: BARBASTEFANO, 2007.

7

Vernonanthura ferruginea, Asteracea (Figura 01), é uma planta tipica do
cerrado (SANO; ALMEIDA; RIBEIRO, 2008), conhecida popularmente por assa-
peixe, assa-peixe-do-para ou calgdo-de-velho. E perene, arbustiva ou arbérea, ereta,
muito ramificada, de caule lenhoso e rugoso na base, com densa pilosidade
ferruginea no apice. Mede de 2 a 3,5 m de altura e é nativa do Brasil. E uma das
plantas daninhas mais freqlientes em nossas pastagens, ocorrendo em todo o
territério brasileiro, exceto na Regido Sul. E mais comum em solos de cerrado e de
baixa fertilidade, sendo considerada como um padréo de terras fracas (LORENZI;
MATOS, 2002). Coelho e Silva (2003) citam o uso popular do cha das flores e raizes
para gripe e pneumonia nos municipios de Pontes e Lacerda e Comodoro (Mato
Grosso). Coelho e colaboradores (2005) relata o uso pela comunidade Mumbuca
(Tocantins) do cha das folhas como cicatrizante. Souza e Felfili (2006) descrevem o
uso popular de V. ferruginea para bronquites, asma, machucados e como depurativo
na regido de Alto paraiso (Goias). Suas raizes, em infusdo, sdo também
empregadas na medicina popular como depurativas e diuréticas na regido de Alto
Rio Grande (Minas Gerais) (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Em estudos
cientificos realizados com esta planta, o extrato hidroalcodlico das folhas
demonstrou atividade analgésica e antiedematogénica (SILVA; LEPERA; LONGO,
2003) nos modelos de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético e edema
de pata de rato induzido por carragenina. Néspoli e colaboradores (2007)
demonstraram a atividade antioxidante do extrato etandlico bruto das folhas de V.
ferruginea frente ao radical DPPH. Barbastefano (2007) comprovou a atividade
antiulcerogénica dos extratos metandlico e cloroférmico das partes aéreas de V.

ferruginea nos modelos de Ulcera induzida por etanol e piroxicam.
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Figura 01: V. ferruginea (LORENZI; MATOS, 2002)
1.3 TRITERPENOS E LUPEOL

Triterpendides sdo constituintes que tém despertado um grande interesse nos
ultimos anos em razdo da descoberta do seu potencial farmacoldgico, com inUmeras
atividades terapéuticas, tais como: antiinflamatéria, antifingica, antiviral,
hepatoprotetora, expectorante, imunomoduladora, entre outras (MAHATO; NANDY;
ROY, 1992; MAHATO; SEN, 1997; YASUKAWA; AKIHISA, 2000; AMARAL et al.,
2006; BARBOSA FILHO et al., 2006, 2007; CUNHA; ROQUE, 2009).

O lupeol, triterpeno pentaciclico da familia dos lupanos (Figura 02), foi
identificado como principio ativo da espécie Vernonia polyanthes (BARBASTEFANO,
2007), estando presente também em diversas outras espécies do género Vernonia
(ZANON et al.,, 2006; BENFATTI et al.,, 2007; SINGH et al., 2006; COSTA et al.,
2007). Em estudo da atividade antiinflamatoria, o lupeol e o seu éster lupeol linoleato
apresentaram resultados superiores a indometacina no tratamento da artrite induzida
em ratas (GEETHA; VARALAKSHMI, 2001). Porém, esta atividade antiinflamatoria
nao esta relacionada a diminuicdo da producéo de prostaglandinas (KWEIFIOOKAI
et al., 1995), mas possivelmente vinculada a uma a¢éo imunossupressora, com uma
inibicdo da migracdo celular ao local do edema e da liberacdo de fatores

guimiotaticos pré-inflamatérios (FERNANDEZ et al., 2001). Além da evidente
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atividade antiinflamatoria, o lupeol isolado das folhas de Ixora coccinea, apresentou
potencial antimitético (ZACHARIAH; NAIR; VELAYUDHA, 1994), com atividade
inibitéria sobre a proliferacdo do cancer de préstata humano (SALEEM et al., 2009).
Barbastefano (2007) e Lira e colaboradores (2009) propuseram 0S mecanismos
gastroprotetores desta substancia. Em 2009, Gallo e Sarachine (2009) publicaram
uma revisdo relacionando as diversas atividades biolégicas do lupeol. Em acréscimo
a estas atividades, o lupeol ainda apresenta as vantagens de possuir toxicidade
muito baixa e um grande potencial hepatoprotetor (SUNITHA; NAGARAJ;
VARALAKSHMI, 2001; SUDHAHAR et al., 2006).

Figura 02: Estrutura quimica do Lup-20(29)-en-33-ol (Lupeol)

1.4 EXTRATOS SECOS PADRONIZADOS

O uso de extratos secos nas formulacGes farmacéuticas apresenta vantagens
em relacdo ao uso da planta em pd, tais como, melhor farmacocinética, maior
estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica, mais facil padronizagdo, maior
concentracdo de compostos ativos e mais elevada capacidade de transformacdo em
diferentes tipos de formas farmacéuticas solidas (CRIPPA, 1978; OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010). As industrias farmacéuticas tém um especial interesse pelos
extratos secos, pois as formas farmacéuticas solidas apresentam precisdo de dosagem
e facilidade de manuseio, transporte e armazenagem, além de maior estabilidades

quimica, fisica e microbiolégica (PACHU, 2007).
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Entre os procedimentos de secagem que podem ser aplicados aos extratos de
plantas, destaca-se a técnica de secagem por aspersao (spray drying) (OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010), com a vantagem de que n&o apenas converte um liquido a um po,
mas pode ser usada na engenharia de pés, produzindo particulas com tamanhos e
estruturas especificas (MUJUMDAR; HUANG, 2010), o que torna a técnica bastante
atrativa do ponto de vista farmacotécnico, especialmente em processos industriais que
dependem da uniformidade de tamanho e forma de particulas, como a compressao
(LIST; SCHMIDT, 1989). Além disto, a secagem por aspersao (spray drying) consome
menos tempo comparativamente a liofilizagdo e a outras técnicas de secagem, e,
apesar de utilizar altas temperaturas, ainda mostra-se viavel para a secagem de
produtos termolabeis, pela rapida exposicdo ao calor (MASTERS, 1985; LIST;
SCHMIDT, 1989). Neste contexto, ja existem muitos estudos publicados sobre a
producdo de extratos secos de plantas medicinais utilizando a técnica do spray drying
(ZETOLA et al., 2002; SOARES, 2002; ABADIO et al., 2004; VASCONCELOS et al.,
2005; PETROVICK, 2006; DA SILVA, 2007; DE SOUZA; BASSANI; SCHAPOVAL,
2007; QUEK; CHOK; SWEDLUND, 2007; SPANIOL, 2007; GEORGETT!I et al., 2008;
SU et al., 2008; TONON; BRABET; HUBINGER, 2008; COSTA et al., 2009), nos quais
€ explorada a otimizacdo dos parametros de secagem como temperaturas de entrada e
de saida e vazdo do extrato de alimentacdo, concentracdo e tipo de adjuvante
tecnolégico, assim como os teores de residuo seco do extrato fluido a nebulizar, uma
vez que estes sdo fatores indispensaveis para obtencdo de extratos secos com
melhores caracteristicas fisico-quimicas e aumento do rendimento da operacéo
(GAUDY; PUECH; JACOB, 1991; PAULA et al., 1998).

Para que se obtenha um extrato seco padronizado, é necessario que esta
padronizacdo tenha inicio na obtencdo das matérias-primas vegetais, uma vez que
estas podem sofrer influéncias advindas do cultivo, colheita, processamento e
armazenamento. A selecdo do método e liquido de extracdo também € uma etapa
importante para o alcance da finalidade terapéutica desejada, pois uma vez conhecidas
as substancias ou classes relacionadas a atividade farmacoldgica, busca-se obter o
seu maior rendimento extrativo (COUTO; VITORINO; DA SILVA, 2009), considerando
fatores como a facilidade operacional, inocuidade fisiolégica e ambiental, gastos de
tempo e energia (LIST; SCHMIDT,1989). Por fim, o método de secagem deve ser
estabelecido, considerando que a secagem é uma das operacdes industriais mais

importantes e que mais consomem energia (MUJUMDAR; HUANG, 2007). No caso da
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secagem por aspersao, o manejo das condi¢cbes de secagem, como do mecanismo de
aguecimento do ar, pode ser utilizado como recurso para reducdo de custos
operacionais (MASTERS, 1985; LIST; SCHMIDT,1989).

Cabe ressaltar ainda que para assegurar a qualidade do produto fitoterapico em
seu desenvolvimento, é de fundamental importancia o estabelecimento de métodos
analiticos validados, tanto para o controle da matéria-prima vegetal quanto para
produtos tecnoldgicos intermediarios (SOUZA, 2004). No entanto, ainda ha varias
dificuldades para o controle de qualidade e a comprovacéo de seguranca e eficacia dos
medicamentos fitoterapicos, devido a complexidade quimica dos derivados de drogas
vegetais. Faltam investimentos em pesquisa com plantas nativas por parte das
industrias, que preferem o registro de produtos baseados em plantas exéticas, por
disporem de vasta literatura cientifica publicada. A dificuldade inerente ao processo de
caracterizagdo quimica e farmacoldgica dos derivados de drogas vegetais exige tempo
€ recursos apreciaveis, e investimento em equipes multidisciplinares (CARVALHO et
al., 2007).

O desenvolvimento de um produto padronizado, com caracteristicas quimicas,
fisicas, fisico-quimicas e tecnologicas definidas, que possa servir de base para a
obtencdo de produtos derivados, é vital para o desenvolvimento da inddstria de
fitoterdpicos e ao desenvolvimento de formas farmacéuticas que contemplem a
composicao quimica da droga vegetal e que satisfacam requerimentos farmacéuticos
basicos de qualidade e reprodutibilidade na preparacdo do produto de uso medicinal
(AGUADO et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencédo do extrato seco padronizado das folhas de Vernonanthura ferruginea

(Less.) H. Rob., Asteraceae (Assa-peixe).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

D N N NN

<

Obtencéo e caracterizacdo do p6 das folhas de assa-peixe;

Extracdo dos principios ativos do assa-peixe por percolacao;

Caracterizacao do extrato hidroalcodlico;

Secagem do extrato hidroalcodlico, utilizando-se o processo de nebulizagdo
(spray drying) e avaliacdo do processo;

Caracterizacéo dos extratos secos;

Selecdo do extrato seco com as melhores caracteristicas fisico-quimicas e
verificagdo da sua atividade antiulcerogénica;

Desenvolvimento de método de quantificacdo de triterpenos totais para o p6 das
folhas, extrato hidroalcodlico e extratos secos por espectrofotometria UV-vis;
Desenvolvimento e validacdo de método de quantificacdo de lupeol para o p6
das folhas, extrato hidroalcoodlico e extratos secos por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO PO DAS FOLHAS DE V. ferruginea

A coleta do material botanico foi realizada no Hospital de Medicina Alternativa de
Goiania, no més de fevereiro de 2010. As coordenadas geograficas obtidas por GPS
foram 49° altitude 768 m; latitude 16° 40 33,3 Sul; longitude 14°39,5” Oeste. A
identificac&o da espécie foi realizada pelo Prof. Dr. José Angelo Rizzo, da Unidade de
Conservacao/ICB/UFG. Uma exsicata foi depositada sob o n® UFG-43196 no Herbario
da Universidade Federal de Goias. A amostra coletada foi caracterizada seguindo a
chave de identificacdo proposta por Batalha, Aragaki e Mantovani (1998) e de acordo
com as caracteristicas macroscoépicas da planta descritas por Lorenzi (2000).

As folhas de assa-peixe foram secas utilizando estufa com circulacdo de ar
mantida a 40°C por cinco dias. Em seguida, foram trituradas em moinho de facas e o
po obtido foi acondicionado a temperatura ambiente ao abrigo da luz e umidade, para

posterior caracterizacao.

3.1.1 Caracterizacao fitoquimica do po das folhas

3.1.1.1 Prospeccao fitoquimica

Foi realizada a triagem fitoquimica preliminar do p6 das folhas de acordo com a
metodologia proposta por Costa (2001), com a finalidade de identificar as classes dos
componentes presentes na planta e comparar com os dados presentes na literatura
(BARBASTEFANO, 2007; MALAFRONT et al., 2009). Os testes qualitativos e semi-
quantitativos realizados (Quadro 02) abrangeram ensaios para alcaldides, taninos,
flavonoides, esterdides, triterpenos, saponinas, antraquinonas, cumarinas, resinas e

mucilagens. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.
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Classe quimica Método de deteccao

Alcaloides Precipitagdo com reagentes de Dragendorff, Bertrand, Hager e acido
tanico.

Taninos Precipitagdo com gelatina.

v" Hidroxilas fendlicas Reacéo com FeCl; e AICI;,

Flavonoides Reacdes de cianidina, oxalo-borica, com H,SO, concentrado e
hidréxidos alcalinos.

Esterdides/Triterpenos Reativo de Liebermann-Burchard.

Saponinas Formacao de espuma resistente a adi¢cao de acido.

indice de espuma (IE)

Antraquinonas Reacéo com hidréxido de aménio 6N (Reativo de Borntraeger)
Cumarinas Reac&@o com NaOH (extrato etéreo).

Resinas Turvacao do extrato etandlico com adigdo de agua.
Mucilagens indice de intumesceéncia (I1)

Quadro 02: Prospeccao fitoquimica do p6 das folhas de V. ferruginea.

3.1.1.2 Caracterizacédo preliminar dos triterpenos

3.1.1.2.1 Preparo das amostras

Foram preparados extratos metandlico (EBM) e etandlico (EBE) por maceracao
de 1 g do p6 das folhas com 25 mL de metanol P.A. e etanol P.A, respectivamente. A
maceracao foi realizada sob refluxo a 60°C por uma hora e o extrato obtido foi filtrado
em papel de filtro. Foi obtida também, a fracdo hexéanica (FH) do extrato metandlico
pela particdo liquido-liquido de 10 mL do EBM com trés por¢cdes de 20 mL de hexano,

seguida de evaporacao e ressuspensdo em 10 mL de metanol.
3.1.1.2.2 Ensaio colorimétrico
Para o EBM e FH realizou-se reac&o qualitativa para identificacéo de triterpenos,

utilizando reativo de Liebermann Burchard, composto por 1mL de cloroférmio P.A., 1

mL de anidrido acético P.A. e 0,2 mL de &cido sufurico P.A.
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3.1.1.2.3 Cromatografia em camada delgada

Foi realizada cromatografia em camada delgada (CCD) em cromatoplacas de
aluminio impregnadas com silica F254 nm (Merck, Darmstadt, Alemanha), utilizando
uma mistura de hexano : acetato de etila (85:15) como fase mdvel e vanilina sulfurica
(WAGNER; BLADT, 2001) como revelador. Utilizou-se lupeol (Sigma, St. Louis, USA)

como substancia de referéncia.

3.1.1.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para o EBM, EBE e FH foi realizada cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Waters (Massachusetts,
USA) equipado com bomba quaternaria, médulo de separacdo 2695, detector de
arranjo de diodos (PDA) 2998 e sistema de processamento de dados Enpower 2.0.
Utilizou-se coluna cromatografica Luna 5u C8(2), 250 x 4.6 mm (Phenomenex,
California, USA), fase moével constituida de acetonitrila : metanol acidificado com acido
acético 0,1% (v/v) (95 : 5), fluxo de 1,2 mL/minuto e volume de injecdo de 30 pL.
Padréo de lupeol foi também injetado para comparacédo do tempo de retencdo. Todos

os reagentes utilizados foram de grau HPLC.
3.1.1.3 Isolamento e Identificacdo do lupeol
3.1.1.3.1 Preparo das amostras

Procedeu-se a maceracéo de 100 g do po das folhas com trés por¢cdes de 500
mL de cloroférmio P.A. Cada porcao foi mantida em contato com o p6 por 24 horas,
totalizando 72 horas de extracdo. Apds cada troca de solvente, o macerado foi filtrado
em papel de filtro. As trés por¢cbes foram reunidas e concentradas sob presséo
reduzida em evaporador rotativo até a secura.

3.1.1.3.2 Cromatografia em coluna

O isolamento do lupeol das folhas de V. ferruginea foi realizado em quatro

etapas a partir de 2,5 g do extrato bruto cloroférmico, sendo trés etapas de
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cromatografia em coluna utilizando silica gel 60 como fase estacionéria, seguidas de
uma etapa de extracdo em fase sdlida utilizando cartuchos de silica de 1 g (Waters,
Massachusetts, USA), conforme o esquema representado na Figura 03.

O monitoramento do isolamento foi feito através de CCD, conforme técnica
descrita no 3.1.1.2.3.

Na primeira etapa utilizou-se uma coluna de volume de 250 mL, a qual foi eluida
com hexano, cloroférmio e metanol. Utilizou-se 250 mL de cada solvente, coletando-se
fracbes de cerca de 85 mL para hexano e cloroférmio e de cerca de 30 mL para o
metanol. As fragcbes que continham a substancia de interesse foram reunidas e
novamente fracionadas em uma coluna de volume de 100 mL, utilizando como fase
movel uma mistura de diclorometano : éter de petréleo (7 : 3), com objetivo de obter
fracOes isentas de clorofila e seus derivados e coletou-se separadamente sub-fracGes
de 10 mL. As sub-fragbes contendo a substancia de interesse foram reunidas em dois
grupos de acordo com seu perfil cromatografico e em seguidas cromatografadas em
coluna de volume de 25 mL, utilizando fase moével gradiente composta de hexano e
acetato de etila nas propor¢des que variaram de (95:5) a (50:50), na taxa de 5% a cada
25 mL de solvente adicionado. Coletou-se separadamente sub-sub-frac6es de 5 mL. As
sub-sub-fragbdes obtidas foram reunidas em 8 grupos de acordo com o perfil
cromatografico e submetidas a extracdo em fase sdlida (EFS), onde foram eluidas com
10 mL de hexano, 10 mL de cloroférmio e 10 mL de cloroférmio : metanol (1 : 1). Cada
solvente foi coletado em tubos de 5 mL, totalizando 6 tubos para cada cartucho,
numerados de 1 a 6.

Para identificagcdo do composto, as fragdes finais contendo lupeol isolado foram
submetidas a espectroscopia de infravermelho em espectrébmetro IV modelo
SPECTRUM BX Il (Perkin Elmer, Connecticut, USA) e a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H, CDCls;, 500 MHz) em espectrémetro Briiker
modelo Avance Ill — 500 (Bruker, Wisconsin, USA).

3.1.2 Determinacéo da distribuicdo granulométrica

Este ensaio foi realizado em triplicata, onde cerca de 20 g do p6 das folhas
foram submetidos a passagem através de tamises previamente pesados, com abertura
de malhas de 710, 355, 300, 250, 180 e 125 um, usando um tamisador vibratorio

(Bertel Ltda, Caieiras, SP, Brasil), durante 20 minutos. Apos tamisacdo, 0s tamises
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foram pesados individualmente. Assim, o diametro médio das particulas (Dso) foi
determinado pela técnica da distribuicdo cumulativa de frequiéncia das massas retidas
em cada tamis (F. BRAS. V, 2010).

Sub-sub-fracdes
12-16

»EFS1

Sub-sub-fracdes
17-21

»EFS 2

Fracdes
hexanicas

F1- F4

Sub-fracées |
18-27 —CC

Sub-sub-fracdes

22-31
1009 pé f0|~haS Fragées > EFS 3
’ mcaﬁérlat;ao c/ cloroférmicas
3 o ~
Rotaevaporagéo F5- F7 Sub-sub frat;oes
32-46
Fracdes »EFS4
metandlicas
F8-16 - CC Sub-sub-fracdes

14-18
»EFS 5

[ Sub-sub-fragdes
19-23

»EFS 6
Sub-fracbes

28-36 —CC

Sub-sub-fracdes
24-33
»EFS7

Sub-sub-fracdes
34-43

»EFS 8

Fig
ura 03: Fluxograma de isolamento do lupeol de folhas de V. ferruginea. EBC: Extrato cloroférmico; CC:
Cromatografia em coluna; EFS: Extracdo em fase sélida.

3.1.3 Determinacéo do teor de volateis

A determinacdo dos volateis no p6 das folhas foi realizada utilizando uma
balanca de infravermelho com lampada de halogénio (Ohaus, Florham Park, USA)
modelo MB 35. Os resultados foram expressos como a média de trés determinacdes

realizadas com cerca de 1,0 g do p6 cada.



33

3.1.4 Desenvolvimento do método analitico para quantificacdo do teor de

triterpenos totais por espectrofotometria no UV-Vis

Com o intuito de quantificar os triterpenos totais da V. ferruginea foi
desenvolvido um método analitico espectrofotométrico, seletivo para triterpenos e
esterdides. O método proposto foi adaptado do doseamento de colesterol em plasma
sanguineo (KENNY, 1952), que se baseia na reacéo de Liebermann-Burchard.

Foi realizada uma varredura da solucdo do padrao de lupeol (Sigma- Aldrich, St.
Louis, USA) e da solugcdo extrativa das folhas em espectrofotdometro UV-Vis modelo
Cary 50 (Varian, California, USA), visando o estabelecimento da seletividade do
método e a determinacdo do comprimento de onda de leitura. O solvente utilizado no
preparo das solu¢cfes a serem analisadas foi cloroformio P.A.

Foi construida uma curva de calibragdo com o padrdo de lupeol nas
concentracbes de 0,1, 0,15, 0,2, 0,25 e 0,3 mg/mL, para estabelecimento da
linearidade.

Foram avaliados também os parametros: volume de solvente utilizado na
extracdo de 500 mg do po e tempo de incubac&o necessario para o término da reagao
de Liebermann-Burchard (Quadro 03). A cada por¢cdo de solvente (cloroférmio)
adicionado, o p6 foi sonicado por 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado. As porcdes
filtradas foram reunidas constituindo as solucdes teste, que foram quantificadas em
seguida. Para avaliacdo da significAncia estatistica das diferencas entre os teores

obtidos foi realizada ANOVA seguida do teste de Tukey, a uma significancia de p<0,05.

N° de porcdes x
Ensaio volume de CHClI; Tempo de incubacéo
1 2 x20 mL 30 minutos
2 3x20mL 30 minutos
3 4 x20 mL 30 minutos
4 4 x15 mL 15 minutos
5 4 x15 mL 30 minutos
6 4 x15 mL 45 minutos

Quadro 03: Ensaios de adequacao da extracdo e do tempo de reacdo do método de quantificacdo de
triterpenos totais no po de V. ferruginea.
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3.1.5 Determinacéao do teor de triterpenos totais

Para quantificagdo dos triterpenos, tomou-se 2 mL de cada solugédo teste, em
triplicata, transferiu-se para tubos de ensaio, adicionou-se 2mL de anidrido acético P.A.
e incubou-se em banho-maria a 37°C por 3 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,2 mL
de acido sulfarico P.A. e incubou-se pelo tempo necessario para o término da reacéo.
Ao final, procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro. Os resultados foram obtidos por

meio da equacéo (1) e calculados como teor de triterpenos totais expressos em lupeol.

Teor (%) = Ca x FD x 100 (1)
ma

Onde: Ca = concentracdo da solucéo teste obtida pela equacéo da reta da curva padréo (mg/mL);
FD = fator de diluicdo da amostra;

ma = massa do p6 (mg).

3.1.6 Desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de lupeol por

cromatografia liquida de alta eficiéncia

3.1.6.1 Padréo e reagentes

Para as analises quantitativas foram utilizados padréo de lupeol (Sigma- Aldrich,
St. Louis, USA), hexano P.A., agua ultrapura Milli-Q (Millipore, Massachusetts, USA) e
reagentes de grau HPLC: acetonitrila (Burdick & Jackson, Michigan, USA e J.T.Baker,
New Jersey, USA), metanol (J.T.Baker) e acido acético glacial (Vetec, Rio de Janeiro,

Brasil).

3.1.6.2 Investigacdo do método de extracao

Foram avaliados diferentes solventes extratores (metanol e hexano), propor¢cdes
p6 das folhas/solvente e métodos de extracdo, conforme demonstrado no quadro 04.
Para as amostras extraidas (ME-VII a X) ou fracionada (ME-XI) com hexano, pipetou-
se 5 mL da solucéo extrativa, concentrou-se até secura com auxilio de um secador e
em seguida, ressuspendeu-se com 5 ml de acetonitrila grau HPLC em banho de

ultrassom por 2 minutos. Na sequéncia, estas solu¢cdes foram injetadas em CLAE.
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As quantificagbes por CLAE foram realizadas utilizando o sistema
cromatografico descrito no item 3.1.6.3 e a condi¢c&o cromatografica MC-X descrita no
quadro 05 (item 3.1.6.4), sendo realizada ANOVA, seguida do teste de Tukey, a uma

significancia de p<0,05, para a selecao do melhor método extrativo.

Pé das folhas
/ Solvente
Teste Solvente (mg/mL) Método de extracéo
ME-I metanol 200/50 Trés extracdes em ultrassom por 15 minutos, utilizando 15
mL de solvente em cada. Completou-se o volume para 50
mL com o mesmo solvente.
ME-II metanol 100/50 Idéntico ao ME-I.
ME-III metanol 200/50 Duas extragbes em ultrassom por 15 minutos, utilizando 20
mL de solvente em cada. Completou-se o volume para 50
mL com 0 mesmo solvente.
ME-IV metanol 1000/50 Idéntico ao ME-I.
ME-V metanol 1200/50 Idéntico ao ME-I.
ME-VI metanol 1000/50 Semelhante ao ME-I, porém com 5 minutos de aquecimento
em refluxo a 60°C antes de cada sonicagéo.
ME-VII hexano 1000/50 Trés extracdes em ultrassom por 15 minutos, utilizando 2
por¢cdes de 20 mL e 1 por¢cdo de 10 mL de solvente.
Completou-se o volume para 50 mL com 0 mesmo solvente.
ME-VIII hexano 1000/100 Quatro extracdes em ultrassom por 15 minutos, utilizando 3
por¢cdes de 20 mL e 1 porcdo de 10 mL de solvente.
Completou-se o volume para 50 mL com 0 mesmo solvente.
ME-IX hexano 1000/100 Cinco extracBes em ultrassom por 15 minutos, utilizando 4
por¢cdes de 20 mL e 1 porcdo de 10 mL de solvente.
Completou-se o volume para 50 mL com 0 mesmo solvente.
ME-X hexano 1000/50 Semelhante ao ME-VII, porém com 10 minutos aquecimento
em refluxo a 60°C antes de cada sonicagéo.
ME-XI metanol 1000/50 Semelhante ao ME-VII, porém em seguida procedeu-se um
fracionamento com hexano.

Quadro 04: Descricao dos parametros avaliados para definicdo do processo extrativo a partir do pé das
folhas de V. ferruginea. ME: método de extracéo.
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3.1.6.3 Sistema cromatografico

As analises cromatogréficas foram realizadas utilizando cromatografo liquido de
alta eficiéncia Waters (Massachusetts, USA) equipado com bomba quaternaria,
modulo de separacdo e2695, detector de arranjo de diodos (DAD) 2998 e sistema de
processamento de dados Enpower 2.0. Utilizou-se coluna cromatografica Luna 5u
C8(2), 250 x 4.6 mm (Phenomenex, California, USA) e coluna (Waters) com as
mesmas especificagcbes para o teste de robustez. Todas as solu¢cdes analisadas foram
filtradas em membrana de 0,45 pm Millex® (Millipore, Massachusetts, USA) e a fase
movel em membrana em PVDF de 0,45 um (Millipore).

Os parametros de adequabilidade do sistema (system suitability): fator de cauda
(T), resolugcéo (Rs), numero de pratos tedricos (N) e repetibilidade do padrdo (DPR)

foram avaliados conforme especificagdes da Food and Drug Administration (1994).

3.1.6.4 Determinacao das condi¢cdes cromatograficas

Com a finalidade de adequar a resolucdo do pico referente ao lupeol, os
parametros analiticos tais como temperatura da coluna (TC), composicdo e fluxo da
fase movel, foram avaliados conforme disposto no quadro 05. O volume de injecéao foi
mantido a 30 pL em todas as analises. O comprimento de onda de leitura foi de 210
nm, derivado do estudo do cromatograma de varredura do padréo de lupeol na faixa de
190 a 400 nm. A condicéo inicial testada (MC-I) foi baseada no método proposto por
Silva e Diniz (2010).
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Fluxo da fase movel

Teste TC (°C) Composicéo da fase mével (mL/min)
MC-I 40 Acetonitrila : Metanol acidificado com 0,1% de 1.2
acido acético (95:5)
MC-II 35 Idéntico ao MC-| 1.2
MC-IlI 30 Idéntico ao MC-I 1.2
MC-IV 23a25 Idéntico ao MC-I 1.2
MC-V 23a25 Idéntico ao MC-I 1.0
MC-VI 23 a?25 Acetonitrila : Metanol acidificado com 0,1% de 1.0
acido acético (90:10)
MC-VII 23a25 Acetonitrila : Metanol acidificado com 0,1% de 1.0
acido acético (97:3)
MC-VIII 23a25 Acetonitrila : Metanol acidificado com 0,1% de 0.8
acido acético (98:2)
MC-IX 23a25 Acetonitrila 0.8
MC-X 23a25 Acetonitrila acidificada com 0,01% de acido 0.8
acético
MC-XI 23a25 Acetonitrila acidificada com 0,02% de acido 0.8
acético

Quadro 05: Condi¢des avaliadas para a definicdo do método cromatografico de quantificacéo de lupeol
em V. ferruginea. MC: Método cromatogréfico.
3.1.7 Validacdo do método analitico para quantificacdo de Ilupeol por

cromatografia liquida de alta eficiéncia

O método selecionado foi validado de acordo com as especificacfes da RE 899
de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003), contemplando os parametros: seletividade,
linearidade, preciséo, robustez e limites de quantificacdo e deteccgéao.

3.1.7.1 Seletividade

Foi avaliada por meio da analise dos cromatogramas de varredura de 190 a 400
nm da solucdo preparada conforme ME-VII (quadro 04, item 3.1.6.2), da solucao
padrdo a 40 ug/mL e do solvente utilizado (acetonitrila), obtidos por meio de detector
de arranjo de diédos (DAD).
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3.1.7.2 Linearidade

A partir de uma solugdo de 380,51 pug/mL de lupeol em acetonitrila, preparou-se
trés curvas padrdo nas concentragbes de 9,51, 19,02, 38,05, 76,10 e 152,20 pg/mL,
utilizando o mesmo solvente. Foi plotado um gréfico relacionando a concentracédo do
padrdo e a area média do pico correspondente. A linearidade foi avaliada tendo por
base o coeficiente de correlagdo obtido na regresséo linear da curva padrdao média. O
intervalo linear foi entdo determinado e a equacdo da reta foi obtida e utilizada nos
calculos de doseamento.

A linearidade foi determinada também para o p6 da planta. Para isto, preparou-
se preparou-se solu¢cdes em trés concentracfes diferentes, pesando-se 800, 1000 e
1200 mg do po6 das folhas e procedendo o método analitico desenvolvido. Desta forma,
as concentracgdes finais das solu¢gdes analisadas corresponderam a 80, 100 e 120% da
concentracdo definida no meétodo, sendo preparadas 3 solugdes para cada
concentracdo. Calculou-se o coeficiente de correlacdo da curva média e obteve-se a

equacéo da reta.

3.1.7.3 Precisao

A precisado foi avaliada nos niveis de repetibilidade e precisdo intermediaria.
Para cada nivel avaliado, preparou-se solucdes em trés concentracfes diferentes,
pesando-se 800, 1000 e 1200 mg do p6 das folhas e procedendo o método analitico
desenvolvido. Desta forma, as concentracOes finais das solugcbes analisadas
corresponderam a 80, 100 e 120% da concentracdo definida no método, sendo
preparadas 3 solu¢cdes para cada concentracao. A repetibilidade foi calculada por meio
do coeficiente de variacdo (Equacédo 2) entre os 9 resultados das analises realizadas
em um unico dia e por um unico analista. A precisédo intermediaria foi avaliada pelo
coeficiente de variacdo entre os 18 resultados das andlises realizadas em dois dias

diferentes e por analistas diferentes.

CV (%)= gxloo @

X

Onde: DP = Desvio padrédo dos teores obtidos; X = Média dos teores
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3.1.7.4 Exatidao

Foi avaliada por meio do teste de recuperacédo do padréo, adicionando-se uma
aliquota de 200 pL do padrdo de lupeol com concentracéo exata de 377,81 pg/mL a
500 pL de solucdes do p6 das folhas em concentracdes equivalentes a 80, 100 e 120%
da concentracado definida no método, preparadas da mesma forma que no ensaio de
precisdo. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada concentragcdo. A
exatiddo foi calculada de acordo com a equacdo (3), onde a concentracdo teorica
corresponde a concentragcdo do padrdo adicionado e a concentragdo média
experimental corresponde a concentracdo recuperada do padréo, calculada através do

acréscimo na area do pico em relacéo a solucado do p6 antes da adi¢cdo do padréo.

Concentracdo média sxperimsntal

Exatiddn (%) = X100 3)

Concentragio tedrica

3.1.7.5 Robustez

A robustez foi avaliada submetendo-se 0 método a pequenas e deliberadas
alteracdes nos parametros analiticos e comparando-se os resultados obtidos com o de
solucdes preparadas e quantificadas nas condicbes usuais descritas no método
(condigcdes normais), por meio do coeficiente de variacdo (CV). Os parametros
avaliados foram fabricante do solvente utilizado para preparo da fase movel

(acetonitrila) e fabricante da coluna cromatografica (Quadro 06).

Acetonitrila Coluna (C8, 250 x 4,6 mm, 5 pum)
Condi¢Bes normais J.T.Baker Phenomenex
Variagédo 1 Honeywell Phenomenex
Variagéo 2 J.T.Baker Waters

Quadro 06: Variagdes nas condicBes cromatograficas do método de quantificagéo do lupeol por CLAE.
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3.1.7.6 Limites de deteccéo e quantificacéo

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ) foram obtidos a partir de trés

curvas padrao, utilizando-se as equacodes (4) e (5), respectivamente.

_ DPa X _ DPa Xy
LD = ;:' = (4) LQ - ?c = (5)

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

IC = inclinacdo da curva padrdo media.

3.1.8 Determinacéo do teor de lupeol no p6 das folhas de V. ferruginea

A determinacao do teor de lupeol (TL) foi realizada em triplicata, utilizando o
meétodo de extracdo, sistema e meétodo cromatogréafico selecionados (itens 3.1.6.2,
3.1.6.3e 3.1.6.4).

Os calculos foram realizados utilizando a equacéo (1) (item 3.1.5).

3.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE V.

ferruginea

Foram realizados testes piloto utilizando etanol 80 e 95% (Chemis, Sdo Paulo,
SP, Brasil) como liquido extrator na percolagdo de 50 gramas do p6 das folhas. A
percolacao foi realizada a temperatura ambiente com um gotejamento de 4 gotas por
minuto, até o esgotamento do pd, monitorado por CCD (item 3.1.1.2). O percolado
obtido foi concentrado em evaporador rotativo até atingir a propor¢cdo pé das
folhas:solvente de 1:2 (p/v).

Apoés a escolha do liquido extrator mais apropriado, 1 Kg do pé das folhas foi
submetido previamente a maceracao por 48 horas no liquido extrator e em seguida a
percolagcdo nas mesmas condicdes do teste piloto, até o esgotamento do marcador,
monitorado por CCD. O percolado foi concentrado até a proporcdo po das
folhas:solvente de 1:2 e armazenado em frascos de vidro ambar, sob refrigeracéo

(4°C), para posterior caracterizacao e producao do extrato seco.
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3.2.1 Determinacao do teor de residuo seco

Para a determinacdo do teor de residuo seco (Trs) no extrato hidroalcoolico foi
utiizada uma balanca para analise de umidade com lampada de halogénio (Ohaus -
MB35, Florham Park, USA), sendo realizada em triplicata com amostras de 1 mL. O
valor obtido para teor de volateis foi subtraido de 100%, resultando em teor de residuo

seco.
3.2.2 Determinacéo do teor alcoolico

O teor alcodlico dos extratos obtidos foi determinado pelo método de destilacao
descrito na Farmacopéia Brasileira V edicdo (2010). Para tanto, destilou-se uma
mistura de 35 mL do extrato e 70 mL de agua destilada, coletando-se o destilado até
gue este atingisse o volume de cerca de 68 mL e completou-se para 70 mL com agua
destilada. A densidade do destilado foi determinada a 20 °C e comparada a valores
tabelados que relacionam a mesma ao respectivo teor alcodlico. O ensaio foi realizado

em triplicata.
3.2.3 Determinacao da densidade relativa

A densidade relativa foi determinada pelo método do picnédmetro (F. BRAS. V,
2010), pesando-se o picnémetro vazio, o mesmo contendo o extrato hidroalcodlico a
20°C e contendo agua destilada a 20 °C. A densidade relativa corresponde a relagédo
entre a massa do extrato e a massa da agua contida no picndmetro, conforme

representado pela equacao (6):

Densidade (g /cm?)= (ma, -—mv) 6)

Onde: ma; = massa do picnémetro + agua
ma, = massa do picnémetro + extrato

mv = massa do picndmetro vazio
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3.2.4 Determinacao da viscosidade

A determinagdo da viscosidade foi realizada em triplicata utilizando um
viscosimetro modelo DV-IlI+ (Brookfield Engineering Laboratories Inc., Massachusetts,
USA), utilizando spindle LV1, a velocidade de 135 rpm e torque de 11,1%.

3.2.5 Determinacédo do pH

Foi realizada em aparelho potenciométrico (modelo PHS 3B — LABMETER,
Copenhagen, Denmark) previamente calibrado com solu¢cbes tampéo 7,0 e 4,0 (F.
BRAS. V, 2010).

3.2.6 Determinacéo do perfil cromatografico (CCD)

A determinacdo do perfil cromatogréfico do extrato hidroalcodlico foi realizada
(item 3.1.1.2), com o intuito de comparar o perfil cromatografico do po das folhas e dos

extratos obtidos.

3.2.7 Determinacao do teor de triterpenos totais por espetrofotometria UV-Vis

Para a determinagdo do teor de triterpenos totais no extrato hidroalcodlico,
pipetou-se 0,1 mL do mesmo, evaporou-se até a secura e ressuspendeu-se com 10 mL
de cloroférmio P.A. Em seguida, procedeu-se o método proposto no item 3.1.5 e para
os calculos utilizou-se a equacao (1), onde a massa (ma) correspondeu a massa do

residuo seco da tomada de ensaio.

3.2.8 Determinacéo do teor de lupeol por CLAE

3.2.8.1 Método analitico

Transferiu-se 1,5 mL do extrato para funil de separagao de 60 mL, adicionou-se
3,5 mL de etanol P.A. e 5 mL de agua destilada. Esta mistura foi extraida com 4
porcdes de 10 mL de hexano P.A. Apds cada extracdo, as por¢cdes hexanicas foram

filtradas em algoddo e reunidas em baldo volumétrico de 50 mL. Completou-se o
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volume com hexano P.A. Pipetou-se 5 mL da solucdo extrativa, concentrou-se até
secura com auxilio de um secador e em seguida, ressuspendeu-se com 5 ml de
acetonitrila grau HPLC em banho de ultrassom por 2 minutos. Esta solugéo foi entao
submetida a analise por CLAE utilizando o sistema cromatografico descrito no item
3.1.6.3 e 0 método cromatografico selecionado (item 3.1.6.4). A determinacdo do teor
de lupeol (TL) no extrato hidroalcodlico foi realizada em triplicata.

Os célculos foram realizados utilizando a equacéao (1) (item 3.1.5), onde a massa

correspondeu a massa do residuo seco da tomada de ensaio.

3.2.8.2 Co-validacdo do método analitico

Com o intuito de verificar a adequacdo do método desenvolvido para
doseamento de lupeol no po das folhas a analise do extrato hidroalcodlico, foi realizada
uma co-validacéo, onde foram avaliados os parametros seletividade (item 3.1.7.1) e
precisao.

A precisdo foi avaliada apenas no nivel repetibilidade, onde se procedeu a
analise de seis réplicas da solucdo preparadas conforme item 3.2.8.1 e em seguida

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

3.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS SECOS DE V. ferruginea

Para a obtencdo dos extratos secos foi empregado 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 alimentacdo 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; camara de secagem cilindrica de vidro
borosilicato com 160 mm de diametro e 645 mm de comprimento; ciclone de aco

inoxidavel; e frasco coletor de vidro.



44

3.3.1 Avaliacéo preliminar das condi¢cdes de secagem e selecdo do adjuvante de

secagem

Inicialmente o extrato hidroalcodlico foi submetido a duas diferentes condi¢cdes
de secagem por nebulizacdo sem a utilizacdo de adjuvantes (T1 e T2), para a
observacdo do comportamento do mesmo frente a parametros como vazao do ar de
aspersao (Vaa), vazao de alimentacdo do extrato (Ve) e diametro do bico atomizador
(Db). Em seguida foram realizados 4 testes pilotos (T3 a T6) para a selecdo do tipo
(As) e propor¢cao do adjuvante de secagem (As%), de acordo com o quadro 07. Como
adjuvantes de secagem foram utilizados diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200) e
celulose microcristalina (Avicel®). As proporcées de adjuvante utilizadas foram
calculadas em relacéo ao residuo seco do extrato hidroalcodlico.

Os critérios utilizados para padronizacdo das condi¢cbes de secagem e tipo de
adjuvante foram: a caracteristica fisica do extrato, a umidade residual e o rendimento

do processo.

Parédmetros

de secagem T1 T2 T3 T4 T5 T6
Paa (psi) 60 60 60 60 60 60
Vaa (L/min) 35 40 40 40 40 40
Vas (m*min) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Ve (mL/min) 2 4 4 4 4 4

Te (°C) 100 100 100 100 100 100
Db (mm) 1,0 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
As [ As% - - DSC/10% DSC/20% DSC/25% CM/ 10%

Quadro 07: Condig¢@es iniciais de obtencéo do extrato seco de V. ferruginea. T: Teste; Paa: Pressdo do
ar de aspersao; Vaa: Vazao do ar de aspersdo; Vas: Vazao do ar de secagem; Ve: Vazao do extrato de
alimentacéo; Te: Temperatura do ar de secagem; Db: Didmetro interno do bico atomizador; As: Tipo do
adjuvante de secagem; As%: proporcdo do adjuvante de secagem em relacdo ao residuo seco do
extrato hidroalcodlico; DSC: diéxido de silicio coloidad; CM: celulose microcristalina.
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3.3.2 Avaliacdo da influéncia dos parametros de secagem nha obtencdo dos

extratos secos

Para o estudo da influéncia de parametros de secagem nas propriedades do
extrato, a fim de se obter produtos com melhores caracteristicas fisico-quimicas e
maior rendimento de operacdo, foram investigadas trés variaveis de processo:
Proporcao de dioxido de silicio coloidal (As%), temperatura do ar de secagem (Te) e
vazao do extrato de alimentacdo (Ve). Os valores codificados e nédo codificados de
cada variavel de processo estdo representados no quadro 08. Foi realizado um
planejamento fatorial 2°, com duplicata do ponto central, totalizando 10 experimentos,
designados de E1 a E10 (Quadro 09). Utilizou-se cerca de 150 mL do extrato
hidroalcodlico para cada experimento.

A andlise estatistica dos dados experimentais foi realizada por andlise de
variancia (ANOVA) usando a metodologia de superficie de resposta, empregando o
modulo Visual General Linear Model (VGLM) do software Statistica 99 (Statsoft Inc.).
Para permitir a andlise de variancia, os fatores (variaveis do processo) foram
codificados seguindo a regra de codificagdo dada pela equacédo (7). A funcdo de

resposta aplicada foi uma equacéo linear maltipla (Equagéo 8).

X; = Valor ndo codificado — 0,5 x (maior valor + menor valor) (7

0,5 x (maior valor — menor valor)

Y =Bo + PiXs + PoXo + PaXz + P1oXaXo + P1aXeXs + PosXoXs + Pr2aXiXaXs 8)

Onde: Y = variavel dependente;
Bo = constante;
B1. B2, B3 = coeficientes polinomiais;
B12, P13, P23, PB123 = coeficientes de interacdo entre as varidveis de processo estudadas;
X1, X2 € Xz = valores codificados das varidveis propor¢do de adjuvante de secagem (%As),

temperatura do ar de secagem (Te) e vazao do extrato de alimentacao (Ve), respectivamente.
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Niveis
Variavel -1 0 +1
X1 = As% (%) 10 15 20
X2 =Te (°C) 80 100 120
X3 =Ve (mL/min) 4 5 6

Quadro 08: Fatores codificados e seus niveis no planejamento fatorial 2° + 2 para obtencdo do extrato
seco de V. ferruginea. As%: Proporcdo do adjuvante de secagem; Te: Temperatura do ar de secagem,;
Ve: Vazao do extrato de alimentacao.

Experimento X1 Xs X3
El -1 -1 -1
E2 +1 -1 -1
E3 -1 +1 -1
E4 +1 +1 -1
ES -1 -1 +1
E6 +1 -1 +1
E7 -1 +1 +1
E8 +1 +1 +1
E9 0 0 0

E10* 0 0 0

Quadro 09: Experimentos realizados para obtenc@o dos extratos secos de V. ferruginea. x;, X; € Xs:
valores codificados das varidveis proporcdo de adjuvante de secagem (%As), temperatura do ar de
secagem (Te) e vazao do extrato de alimentagéo (Ve), respectivamente. * duplicata do experimento E9.

Os extratos secos obtidos foram acondicionados a temperatura ambiente, em
frascos de vidro ambar com tampa, mantidos em dessecador para sua posterior
caracterizacao.

Foi realizado também um experimento de secagem sem a adi¢cdo de dioxido de
silicio coloidal, utilizando a temperatura do ar de secagem de 100 °C e a vazao do
extrato de alimentac&o de 5 mL/min, o qual foi designado de EO. Imediatamente apés a
secagem, o extrato seco obtido foi submetido aos ensaios de umidade residual,
atividade de agua e teores de triterpenos totais e lupeol. Os teores de triterpenos e
lupeol foram comparados aos resultados dos experimentos de secagem que utilizaram
diéxido de silicio coloidal, por meio de ANOVA, seguida de teste de Tukey, sendo

considerado significativo um p < 0,05.
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3.3.3 Determinacéo do perfil cromatografico (CCD)

A determinacdo do perfil cromatogréafico do extrato seco foi realizada segundo
método descrito no item 3.1.1.2, com o intuito de comparar o perfil cromatogréafico do

po das folhas e do extrato obtido.

3.3.4 Selecdo das condicbes de secagem para obtencdo do extrato seco
padronizado

Os indicadores de qualidade avaliados para a escolha da melhor condicdo de
secagem foram: teor de triterpenos totais (Tt), teor de lupeol (TL), porcentagem de
degradacéo (Td), rendimento do processo (Rp), umidade residual (Ur) e atividade de

agua (Aa).

3.3.5 Determinacéo do teor de triterpenos totais por espetrofotometria UV-Vis

Para a determinac&o do teor de triterpenos totais (Tt) nos extratos secos, pesou-
se cerca de 10 mg do mesmo, transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL,
solubilizou-se em cloroférmio P.A. com auxilio do ultrassom e completou-se o volume
com o mesmo solvente. Filtrou-se em papel de filtro e em seguida, procedeu-se o
método proposto no item 3.1.5. Os calculos foram realizados de acordo com a equacao
(1) (item 3.1.5).

3.3.6 Determinacéo do teor de lupeol por CLAE

3.3.6.1 Método analitico

Pesou-se cerca de 40 mg de cada extrato seco, transferiu-se para baldo
volumétrico de 25 mL, solubilizou-se em hexano P.A. com auxilio do ultrassom e
completou-se o volume com o mesmo solvente. Pipetou-se 5 mL desta solucao,
evaporou-se até a secura com auxilio de um secador e ressuspendeu-se com 5 mL de
acetonitrila grau HPLC em banho de ultrassom por 2 minutos. Esta solucéo foi
submetida a analise por CLAE utilizando o sistema cromatografico descrito no item
3.1.6.3 e 0 método cromatografico selecionado (item 3.1.6.4). A determinacdo do teor

de lupeol (TL) nos extratos secos foi realizada em triplicata.
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Os célculos foram realizados utilizando a equacéao (1) (item 3.1.5).

3.3.6.2 Co-validacdo do método analitico

Com o intuito de verificar a adequacdo do método desenvolvido para
doseamento de lupeol no pé das folhas a andlise do extrato seco, foi realizada uma co-
validacao, onde foram avaliados os parametros seletividade (item 3.1.7.1) e precisao.

A precisdo foi avaliada apenas no nivel repetibilidade, onde se procedeu a
andlise de seis réplicas da solugcdo preparada conforme método descrito no item

3.3.6.1 e em seguida calculou-se o coeficiente de variagc&do entre os teores obtidos.

3.3.7 Porcentagem de degradacao

A porcentagem de degradacdo de lupeol (TdL) e de triterpenos totais (TdT) foi

calculada por meio das equacdes 9a e 9b.

TdL = 100 — (TL ES / TL EH) x 100 (9a) TdT =100 — (Tt ES / Tt EH) x 100 (9b)

Onde: TL ES = teor de lupeol no extrato seco; TL EH = teor de lupeol no extrato hidroalcodlico;
Tt ES = teor de triterpenos totais no extrato seco; Tt EH = teor de triterpenos totais no extrato

hidroalcodlico.

3.3.8 Rendimento do processo

O rendimento do processo (Rp) foi obtido como a porcentagem de recuperacao
dos solidos, pesando-se o frasco coletor vazio e apds 0 processo de secagem

(equacéo 10).

Rp= (mf—mi)X 100 (10)

(ma x Trs/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; Trs = Teor de residuo seco;

mas = Massa do adjuvante de secagem adicionado.
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3.3.9 Umidade residual

A determinagdo da umidade residual foi realizada utilizando uma balanga para
analise de umidade com lampada de halogénio (Ohaus, modelo MB35, Florham Park,

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

3.3.10 Atividade de agua

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

3.3.11 Microscopia eletrénica de varredura do extrato seco padronizado

O extrato seco E2 foi analisado por microscopia eletronica de varredura (MEV).
Primeiramente a amostra foi depositada sobre a superficie de stubs recobertos com fita
de carbono e depois esse material foi levado a um sistema para deposicao de filmes de
ouro (Denton Vacuum, Desk V). As imagens foram obtidas utilizando equipamento da
marca Jeol, modelo JSM — 6610, equipado com EDS, Thermo scientific NSS Spectral

Imaging.

3.3.12 Atividade antiulcerogénica do extrato seco padronizado

3.3.12.1 Farmacos

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

Glaxosmithkline)

3.3.12.2 Animais

Foram utilizados 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¢fes controladas de temperatura e iluminacéo (ciclo claro/escuro de
12 horas), com agua e racdo ad libitum e passaram por um periodo de adapta¢cédo no

laborat6rio de pelo menos 72 horas antes dos experimentos.



50

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas que
discorrem sobre os cuidados com animais de laboratério (CIOMS, 1985) e
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio
(SBCAL) e Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) depois da devida

aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFG, protocolo n° 104/08.
3.3.12.3 Lesdes gastricas induzidas por indometacina (DJAHANGUIRI, 1969)

Foram utilizados grupos experimentais de 10 camundongos os quais foram
mantidos em jejum de 18 horas com solucdo de glicose a 5% ad libitum. Foi
administrado por gavagem o extrato seco E2 nas doses de 200, 400, 800 e 1600
mg/Kg de peso corporal, a ranitidina 50 mg/Kg utilizada como controle positivo e 10
mL/kg do veiculo (agua filtrada) como controle negativo. Uma hora apods estes
tratamentos foi administrada via subcutanea indometacina 50 mg/Kg. Apos 3 horas foi
realizado novo tratamento por gavagem com ES, ranitidina e veiculo (has mesmas
doses anteriores). Apés mais 3 horas os animais foram sacrificados sob anestesia
etérea. Os abdomens foram abertos, os estdbmagos localizados, removidos, abertos ao
longo da pequena curvatura e seus conteudos foram desprezados e a mucosa lavada,
delicadamente, com salina. Os estdbmagos foram mantidos em béquer com salina
gelada até a inspecdo em microscopio estereoscopio.

O indice de les@o e o numero de ulceras foram determinados segundo protocolo
pré-estabelecido conforme tabela proposta por Macaubas e colaboradores (1988). Foi
utilizado um indice de ulceragdo que considera o edema de mucosa, hemorragias,
intensidade de ulceracdo e ntimero total de llceras e petéquias por cm? da mucosa
gastrica. Foram atribuidos pontos relativos as lesbes e o0 seu somatério reflete a
intensidade da lesdo da mucosa, compondo o indice de lesdo (Quadro 10).

Foi avaliada também a atividade antiulcerogénica do adjuvante empregado no
processo de secagem do extrato. Para isto, seguiu-se o0 mesmo protocolo descrito
anteriormente, porém diéxido de silicio coloidal nas doses de 180, 260 e 360 mg/Kg de

peso corporal foi utilizado em substituicdo do extrato seco.
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Tipo de leséo Pontuacgao atribuida
descoloracdo 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 10: Pontuacdo atribuida as lesGes para a composicéo do indice de lesdo. N° refere-se ao
namero de Ulceras encontradas. (MACAUBAS et al., 1988).

3.3.12.4 Anélise estatistica

Os dados foram expressos como médias + erro padrdo das médias. As
diferencas entre os grupos foram detectadas pela andlise de variancia (ANOVA),
seguida do pés-teste de Student-Newman-Keuls.

A atividade antiulcerogénica foi considerada significativa quando p < 0,05
(SOKAL; ROHLF, 1981).
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